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Resumo 
 Infecções hospitalares e resistência bacteriana se tornaram um problema mundial, 
contribuindo para o aumento da mortalidade e da morbidade. Essa resistência microbiana 
pode ocorrer devido ao uso indiscriminado e errôneo de antimicrobianos convencionais. 
Nesse contexto, os peptídeos antimicrobianos apresentam-se como uma alternativa no 
controle desses microrganismos. Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) do tipo catelicidina 
vêm sendo explorados como novos agentes no combate a esses microrganismos; por 
apresentarem grande atividade antimicrobiana, além de desempenharem um papel crucial na 
imunidade atuando como imunomoduladores e também podem ser utilizados como modelo 
para o desenho racional de novos PAMs visando aumentar a atividade, estabilidade e reduzir 
seu tamanho. Neste estudo demonstramos a atividade antibacteriana, imunomoduladora e a 
caracterização biofísica de duas catelicidinas de serpentes da América do Sul Bothrops atrox 
e Crotalus durissus terrificus, assim como alguns de análogos. Foi demostrado que ambos os 
peptídeos (batroxicidina e crotalicidina) apresentaram atividade contra o bactérias 
multirresistentes a fármacos (BMF) e nenhum efeito citotóxico nas concentrações testadas em 
célula Raw 264.7 após 72h, além de sua capacidade de modular a produção de citocinas TNF-
α, IL-10 e IL-6 na presença dos estímulos IFN-γ e antígenos de E. coli e K. pneumoniae 
multirresistentes (MDR). Além disso, análogos (E10-Ctn [15-34] e GS4-Ctn [15-34]) de parte 
do peptídeo da crotalicidina (Ctn [15-34]), foram criados para demonstrar a capacidade de 
pró-peptídeos acídicos inibir a atividade antimicrobiana em peptídeos. O análogo E10-Ctn [15-
34], levou a uma redução moderada na ligação e indução de vazamento de lipossomas 
modelo, enquanto sua atividade antimicrobiana foi completamente inibida pela sua região 
pró-peptídica. A fixação do pró-peptídeo também induziu uma conformação mais helicoidal a 
esses análogos. Finalmente, foi descoberta a atividade antimicrobiana e as características 
estruturais de dois novos PAMs projetados racionalmente, denominados BotrAMP14 e 
CrotAMP14, sendo baseados nas vipericidinas batroxicidina e crotalicidina, respectivamente. 
Os peptídeos BotrAMP14 e CroAtMP14 demonstraram atividade antimicrobiana de amplo 
espectro contra cepas ATCC e isolados clínicos de bactérias patogênicas com baixa 
toxicidade in vitro e in vivo. Previsões in silico e dicroísmo circular demonstraram ambos os 
peptídeos formaramα-hélices, capazes de romper as membranas de E. coli. Baseado em 
nossos achados, as catelicidinas e seus derivados representam uma molécula promissora no 
tratamento de infecções causadas por bactérias MDR. 
 
Palavras chave: Peptídeos antimicrobianos, imunomodulação, pró-peptídeo, desenho racional.  
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Abstract 
 Hospital infections and bacterial resistance have become a worldwide problem, 
contributing to increased mortality and morbidity. This microbial resistance is mainly due to 
the indiscriminate and erroneous use of conventional antibiotics. In this context, antimicrobial 
peptides (AMPs) are presented as an alternative in the control of these resistant 
microorganisms. Cathelicidin AMPs are being explored as novel antimicrobial agents to fight 
these resistant microorganisms, in addition to presenting great antimicrobial activity, they 
play a crucial role in immunity by acting as immunomodulators and are also used as template 
for rational peptide design in order to enhance activity, stability and reduce length size. In this 
study antibacterial, imunomodulatory activity and biophysical characteristic of two 
cathelicidins from South American pit vipers Bothrops atrox and Crotalus durissus terrificus 
and some of their analogs were evaluated. Both peptides (batroxicidin and crotalicidin) 
showed activity against MDRB and no cytotoxic effects on Raw 264.7 cell after 72h, as well 
as the ability to modulate the production of cytokines TNF-α, IL-10 and IL-6 in the presence 
of IFN-γ stimuli, and MDR E. coli and K. pneumoniae antigens. Analogs (E10-Ctn [15-34] 
and GS4-Ctn [15-34]) were created from a crotalicidin peptide fragment (Ctn [15-34]), to 
demonstrate how acidic pro-peptides inhibit antimicrobial activity in peptides. The analog 
E10-Ctn [15-34], leads to a moderately large reduction in the binding to- and induced leakage 
of liposomes, while the antimicrobial activity was completely inhibited by its pro-peptide 
region. Attaching the pro-peptide also induces helicla conformational. Finally, we describe 
the antimicrobial activity and structural characteristics of two new rationally designed AMPs, 
named BotrAMP14 and CrotAMP14, which are based on the vipericidins batroxicidin and 
crotalicidin, respectively. BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides showed broad-spectrum 
antimicrobial activity against ATCC strains and clinical isolates of pathogenic bacteria, with a 
low in vitro and in vivo toxicity. In silico predictions and circular dichroism suggested that 
both peptides form α-helices, capable of disrupting E.coli membranes. Based on our findings, 
cathelicidins and their analogs represent a promising molecule in the treatment of infections 
caused by MDR bacteria. 
 
Keywords: Antimicrobial peptides, Imunomodulatory, pro-peptide, rational design. 
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Infecções associadas a cuidados de saúde  
 Os centros de controle e prevenção de doenças (CCPD) definem Infecções associadas 
a cuidados de saúde (IACS) ou infecções hospitalares como infecções que não se 
encontravam presentes ou incubadas no momento da admissão do pacientes durante o 
processo de atendimento em um hospital, ou em centros de cuidados a saúde (Allegranzi, 
Nejad, et al., 2011). As IACSs incluem infecções que foram adquiridas em um hospital, 
porém, aparecem depois da alta do paciente assim como infecções ocupacionais entre 
funcionários da instalação médica (Allegranzi, Nejad, et al., 2011). As questões relacionadas 
as IACSs devem ser analisadas profundamente, visando identificar como elas podem se 
relacionar a diferentes procedimentos de cuidados de saúde, determinando os fatores que 
levam a um aumento do risco de transmissão dos patógenos associados (Allegranzi, Nejad, et 
al., 2011). Grande parte dos estudos descritos sobre IACSs relatam dados endêmicos 
realizados em unidades de tratamento intensivo (UTI) em países de primeiro mundo. 
Entretanto, evidencias sobre as diferenças epidemiológicas em ambientes de cuidados não 
agudos em países subdesenvolvidos e em desenvolvimento vem aumentando rapidamente.  
 Os fatores de risco associados as IACSs variam de acordo com os tipos de cuidados a 
saúde e áreas de atendimento onde o paciente é atendido. Em hospitais de países 
desenvolvidos, os fatores mais comuns associados a ocorrência de IACS são: idades maiores 
de 65 anos, admissões de emergências, permanência por mais de 7 dias em hospitais, 
colocação de cateteres venosos, urinários e de tubo endotraqueal, pacientes submetidos à 
cirurgias, imunossupressão induzida por trauma, doenças rápidas ou fatais e por fim, 
deficiências funcionais e status de coma (Gravel et al., 2007). Os mesmos fatores de risco, 
foram também identificados em cuidados agudos de países subdesenvolvidos e em 
desenvolvimento, com o agravante de outros fatores determinantes que estão mais 
relacionados à pobreza, como falta de higiene básica e recursos limitados. Além disso, 
barreiras gerais como falta de apoio financeiro, número inadequado de pessoas qualificadas, 
unidades de tratamento e equipamentos insuficientes, agravam ainda mais o controle de 
infecções em unidades hospitalares de países subdesenvolvidos e em desenvolvimento 
(Allegranzi, Bagheri Nejad, et al., 2011).  
 Grande parte das infecções hospitalares se mostram evidentes após 48h de admissão 
do paciente em ambiente hospitalar, podendo ainda se apresentar após a alta do paciente 
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(Horan et al., 2008). Em casos onde o paciente foi contaminado durante a estadia hospitalar, o 
período de incubação do patógeno pode exceder o período de internação, alguns estudos 
relatam que mais de 50% das infecções que ocorrem em ambiente cirúrgico se manifestam 
após a alta (Oliveira e Carvalho, 2004; Huenger et al., 2005; Fernandez-Ayala et al., 2006). 
Infecções hospitalares em geral, podem ser causadas por agentes infecciosos endógenos ou 
através de fontes exógenas. Fontes endógenas podem ser aquelas de cunho corporal, ou seja, 
pele, nariz, boca, trato gastrointestinal e genitais, sendo esses colonizados pela microbiota 
local. A microbiota, pode se tornar invasiva em ocasiões favoráveis e/ou quando colonizam 
locais estéreis, sendo a mão a maior via de transmissão para esses locais (Pittet et al., 2006; 
Allegranzi, Nejad, et al., 2011). Fontes exógenas de infecção, são aquelas externas ao 
paciente, tais como visitantes, equipamentos de atendimento ao paciente, ambiente de 
cuidados médicos e até os próprios profissionais da saúde, além disso, as IACSs não estão 
restritas somente aos pacientes; trabalhadores de saúde, auxiliares e visitantes também podem 
ser infectados. 
 As IACSs podem ocorrer oriundas de uma endemia dentro de instalações de cuidados 
à saúde, ou como epidemias, ou seja, quando certos casos de infecção ocorrem à uma 
determinada população dentro de um espaço de tempo que excede abruptamente o que se é 
normalmente esperado baseando-se em dados locais. Surtos endêmicos que ocorrem dentro de 
ambientes hospitalares, servem como importantes controles de qualidade e segurança do 
paciente. Por razões como essas, a vigilância consiste no ponto principal das prevenções e 
controle de infecções, sendo a ferramenta essencial para se reduzir IACSs, uma vez que, 
atividades de vigilância por um tempo prolongado, ajuda na conscientização do problema, 
visando a diminuição das taxas de infecção (Schwab et al., 2007). 
 Baseados em dados de 2003, 5 a 10% dos pacientes que são admitidos em hospitais de 
cuidados agudos, cerca de dois milhões de pacientes por ano nos Estados Unidos, adquiriram 
infecção hospitalar. Cerca de 90.000 mortes por ano tem sido contabilizadas, fazendo com 
que as infecções nosocomiais sejam a quinta maior causa de morte nos hospitais de cuidados 
agudos (Stone et al., 2005). Essas infecções geram um acréscimo de 4,5 a 5,7 bilhões de 
dólares por ano em assistência ao paciente (Burke, 2003). Aproximadamente 25% das 
infecções hospitalares ocorrem em UTIs, que sofreram um aumento de permanência de 4 a 15 
dias, sendo responsáveis por 20% dos custos totais de UTI (Chen, Y. Y. et al., 2005). 
 Em decorrência desses fatores de infecções associadas a cuidados de saúde, sistemas 
voltados a vigilâncias em saúde foram criados visando o levantamento de dados a respeito 
sobre infeções hospitalares. Sistemas nacionais de vigilância de infecções hospitalares ou 
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IACSs estão presentes em vários países desenvolvidos, geralmente os dados desses sistemas 
estão disponíveis através de relatórios nacionais ou publicados em literatura.   
 A vigilância de infeções hospitalares em países subdesenvolvidos e em 
desenvolvimento sofre com o monitoramento regular da ocorrência de infecções hospitalares, 
sendo assim, o ministério da saúde não consegue obter informações detalhadas sobre o ônus 
causado pelas infecções hospitalares, além disso, um número limitado de artigos científicos 
foram publicados nesse âmbito. Um relatório da equipe Clean Care da OMS Patience Safety, 
em colaboração com a universidade de Genebra, publicou recentemente uma revisão 
sistemática e meta-análise sobre a carga endêmica de infecções hospitalares em países em 
desenvolvimento (Allegranzi, Bagheri Nejad, et al., 2011). Em uma revisão feita pela OMS 
no período de 1995-2010, 276 artigos incluindo informações relevantes sobre epidemiologia 
dos quadros tipos mais frequentes de infecções hospitalares (pneumonias associadas aos 
cuidados de saúde, UTI, infecções sanguíneas e infeções cirúrgicas) foram publicados em 
países subdesenvolvidos e em desenvolvimento, ainda assim, somente 46% atenderam a 
critérios que definem estudos epidemiológicos de alta qualidade. 
 Brasil, Índia, México, Tailândia e Turquia foram identificados como países com o 
maior número de estudos. De acordo com a OMS, 66% (97/147) dos países em 
desenvolvimento não possuem dados publicados. Sendo assim, o número limitado de estudos 
de amplo espectro, junto à falta de sistemas nacionais de vigilância, torna ainda mais difícil a 
estimativa de ônus de infeções hospitalares a nível nacional. Além disso, grande parte dos 
estudos (144/276 [52,2%]) foram realizados por hospitais universitários que representa um 





Figura 1. Prevalência de infecções associada a cuidados de saúde em países desenvolvidos (A), 
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (B), no período de 1995-2010.  
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 A história brasileira do controle de infecções relacionadas a assistência (IRAS) no 
Brasil sofreu o impacto de eventos epidêmicos. Surtos como os de micobactérias, de 
crescimento rápido, enterobacterias, K. pneumoniae e Enterococcus spp resistentes a 
vancomicina revelaram falhas importantes que repercutiram na imprensa leiga (televisiva e 
impressa), culminando na proibição de compra de antimicrobianos sem receita médica 
(Padoveze e Fortaleza, 2014). Apesar disso, pouquíssimos são os dados relacionados a 
infecções hospitalares no Brasil de uma maneira geral. 
 A única avaliação sobre infecções relacionadas a assistência em saúde conhecidas a 
nível nacional, foi o estudo feito por Prade e colaboradores em 1994, onde se identificou a 
prevalência de 15% de taxas de infeções hospitalares em 99 hospitais terciários, onde 28,9% 
foram relacionadas ao sistema respiratório, 15,6% cirúrgico, 15,5% de pele e 11% urinário 
(Prade Ss et al., 1995). Após o ano de 2001, a Anvisa iniciou um maior controle da IRAS no 
Brasil, onde achados importantes mostraram questões da fragilidade estrutural para o controle 
dessas IRAS, onde, 1/3 dos hospitais não apresentavam nenhum suporte laboratorial de 
microbiologia, sendo essas proporções mais evidentes no Nordeste (46%) e menor no Sudeste 
(24%) (Padoveze e Fortaleza, 2014). Nesse âmbito, alguns requisitos essenciais não eram 
atendidos pelas instituições, como realizar a vigilância epidemiológica. Contudo, é sabido que 
somente um sistema efetivo de vigilância epidemiológica de espetro nacional poderá 
demonstrar a magnitude real do problema de IRAS no país. Sendo assim, os estados de São 
Paulo e Paraná, foram os primeiros estados que visaram obter resultados concretos sobre os 
sistemas de vigilância no país (Padoveze e Fortaleza, 2014). 
 Uma recente análise da ANVISA, do ano de 2016 demostrou que somente 2.212 
hospitais notificaram os dados de IRAS no Brasil. Desse total, 29,7% dos hospitais são de 
administração pública, 34,6% de entidades sem fins lucrativos e 35,4% de entidades 
empresariais. Além disso, 71,3% desses hospitais possuem vínculo com o SUS e 28,7% não 
possuem. Foram notificados também, que 53% dos hospitais que possuem leitos de UTI 
apresentaram Infecção primária de Corrente Sanguínea (IPCS) associada a Cateter Venoso 
Central (CVC) de 10 a 12 meses em 2016 (André Anderson Carvalho et al., 2016). Ainda, 
43% dos hospitais apresentaram pneumonia associada a ventilação mecânica (PAV) durante o 
mesmo período e 56% apresentaram Infecção do trato urinário (ITU) associada a Cateter 
Venoso de demora (CVD). Venoso de demora (CVD). 
 Com os fatos acima listados sobre infecções associadas a saúde, o problema mundial 
associado as infecções hospitalares merece destaque não somente devido ao fato do número 
de afetados a cada ano, além disso, o seu impacto em termos de excesso de custos, 
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prolongamento da permanência do afetado em ambiente hospitalar, morbidade e mortalidade 
também podem ser consideráveis. Os dados relativos a tais fatores importantes podem difíceis 
de se obter, uma vez que é preciso uma avaliação complexa em grande parte para se 
confirmar que estão realmente ligados a episódios de infecção hospitalares ou outros fatores. 
Os registros de dados clínicos de pacientes apresentados, variam em todo o mundo, 
entretanto, em países em desenvolvimento essa disponibilidade se mostra ainda mais limitada. 
 
Microrganismos resistentes a antimicrobianos  
 Em 1928, Alexander Fleming notou o crescimento de uma contaminação com uma 
zona associada a depuração bacteriana em suas placas de petri. Ao estudar as variações das 
cores de S. aureus, ele então demonstrou que essa substância bioativa que causa lise 
bacteriana poderia ser encontrada na cultura do fungo da espécie do gênero Penicillium 
(Demain e Elander, 1999; Bentley, 2005). Posteriormente, devido as suas descobertas, em 
1940, os químicos Florey e Chain foram capazes de isolar e purificar essa substância que veio 
a ser conhecida como penicilina  (Demain e Elander, 1999). Em 1942, a penicilina G foi 
utilizada pela primeira vez em práticas clinicas. Entretanto, a falta da sua atividade confiável 
contra bactérias gram-negativas levou a busca de novos produto com potencial 
antimicrobiano e as cefalosporinas foram posteriormente descobertas em 1950 (Sydnor e Perl, 
2011). Logo em 1950, a resistência de Staphylococcus à penicilina aumentou drasticamente, o 
que alimentou a descoberta de aminopenicilinas como, por exemplo, a ampicilina. Desde 
então, as taxas de resistência antimicrobiana vem crescendo ao longo dos anos, tornando cada 
vez mais difíceis de se tratar (Sydnor e Perl, 2011).  
 Antimicrobianos estão entre umas das ferramentas mais importantes da medicina. 
Entretanto, sua eficácia está ameaçada devido ao aumento da evolução da resistência 
bacteriana (Baym et al., 2016). Desde o princípio do desenvolvimento dos antimicrobianos, a 
resistência bacteriana vem sendo observada e reconhecida como um desafio (Baym et al., 
2016). Em tempos atuais, muitos antimicrobianos que foram pioneiros estão se apresentando 
de certa forma inofensiva aos microrganismos. Até o presente, foi possível evitar uma crise 
mundial através de modificações de compostos já existentes, assim como a descoberta de 
novas classes de antimicrobianos (Baym et al., 2016). No entanto, à medida que a resistência 
antimicrobiana sofre um aumento constante, a taxa de descoberta de novos agentes 
antimicrobianos vem sofrendo uma queda explícita (Laxminarayan, 2014). Em pleno século 
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21, a resistência microbiana vem subtraindo aproximadamente 25 e 23 mil vidas na União 
Europeia e Estados Unidos, respectivamente a cada ano (Baym et al., 2016).  
Devido ao aumento no número de infecções hospitalares e organismos resistentes a 
vários fármacos, muitos outros fatores podem ser importantes a se considerar, incluindo 
nestes, a definição da necessidade de epidemiologistas de saúde. Um exemplo consiste em 
intervenções que venham a causar uma melhora juntamente com as práticas baseadas em 
evidências. Estudos têm demonstrado que o cumprimento de medidas de prevenção de 
infecções, como a higiene das mãos, diminui a transmissão de S. aureus resistentes à 
meticilina (MRSA) e que o uso de medidas de prevenção diminui as taxas de infecções 
associadas à corrente sanguínea (Pittet et al., 2000; Pronovost et al., 2006). 
 Um total de 22.502 infecções associadas à saúde, incluindo infecções associadas à 
corrente sanguínea e pneumonias associadas à ventilação, foram descritas ao National Health 
Safety Network (NHSN) entre o período de janeiro de 2006 a outubro de 2007, em 621 
hospitais dos EUA (Edwards et al., 2009). De 2006 a 2007, o NHSN apresentou dados 
demonstrando que E. coli e P. aeruginosa, foram os organismos gram-negativos mais 
frequentemente isolados em infecções associadas à saúde, juntamente com outros organismos, 
tais como K. pneumoniae, espécies de Enterobacter, Acinetobacter baumannii, e Klebsiella 
oxytoca (Hidron et al., 2008). Esses dados ainda sugerem que a incidência de infecções 
hospitalares devido a bactérias gram-negativas sofreu aumento (Lautenbach e Polk, 2007). 
Um estudo ainda mais recente descreveu o aumento na saúde primária de 15% em 1999, para 
24%, em 2003, devido a infecções sanguíneas causadas por bactérias gram-negativas 
(Albrecht et al., 2006). 
 A proporção de bactérias gram-negativas resistentes a antimicrobianos convencionais 
vem sofrendo aumento durante os anos. Dados nacionais demonstram um aumento 
significante de resistência a múltiplos fármacos em várias espécies incluindo K. acinetobacter 
e Pseudomonas spp. (National Nosocomial Infections Surveillance, 2004; Paterson, 2008). 
Em estudos recentes de isolados de K. pneumoniae, P. aeruginosa, e A. baumannii, foram 
reportados à Rede Nacional de Segurança e Saúde (RNSS), de janeiro de 2006 a dezembro de 
2008, que mais que 60% dos isolados foram documentados como multirresistentes a 
antimicrobianos convencionais (Kallen et al., 2010). 
 Em um hospital, a susceptibilidade à ciprofloxacina, que pode ser um agente com 
cobertura amplo a gram-negativas, caiu de 86% para 76% ao longo de 5 anos e a resistência 
de microrganismos a beta-lactâmicos de amplo espectro e Enterobacteriaceae à 
carbapenemase vem sendo descritas globalmente (Neuhauser et al., 2003; Hawkey e Jones, 
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2009). Vem sendo reportado que os fatores de risco mais importantes para a colonização ou 
infecções por bactérias gram-negativas multirresistentes entre adultos e crianças pode ser a 
residência em instalações de cuidados de longa duração ou centro de reabilitação, tratamento 
com antimicrobianos nos últimos 3 meses e hospitalização nos últimos 3 meses (Nseir et al., 
2010). Riscos adicionais à infecção e colonização por bactérias negativas multirresistentes 
incluem imunossupressão, hospitalização por 5 dias ou mais, participação de diálise crônica, 
terapia de infusão em casa ou tratamento de feridas nos últimos 30 dias (American Thoracic e 
Infectious Diseases Society Of, 2005). Nas estruturas de cuidados de saúde moderna, a 
transição de pacientes por várias instalações e cuidados agudos de longo prazo em hospitais 
implicam em uma fonte de surtos regionais de infecções por bactérias gram-negativas 
multirresistentes (Munoz-Price, 2009). 
 Infecções devido a bactérias resistentes a antimicrobianos levam a um aumento da 
morbidade, mortalidade e custos adicionais aos hospitais (Cosgrove, 2006). Um estudo com 
pacientes cirúrgicos, comparando pacientes com bactérias gram-negativas resistentes a gram-
negativas não resistentes, demonstrou que as infecções gram-negativas resistentes estão 
associadas com maiores custos médios (US$80,500 contra US$29,604) e maior tempo de 
estadia nos hospitais (29 contra 13 dias) (Evans et al., 2007). Sendo assim, vale a pena a 
discussão sobre o impacto significativo da morbidade, da mortalidade e dos cuidados de saúde 
associados. 
 
Alvos celulares para antimicrobianos 
Biossíntese de parede celular 
 O peptideoglicano presente na camada de parede celular bacteriana pode conferir 
força à essa estrutura, sendo formado por uma malha de peptideoglicanos ligados 
covalentemente (Walsh, 2000). Uma vez que, uma maior quantidade da cadeia de peptídeos 
adjacentes se encontram conectadas por ação de transpeptidases, uma maior resistência 
mecânica a lise osmótica também pode ser mais presente. As transglicosilases por sua vez 
atuam em cadeias de glicanos visando estender os cadeias de açucares a partir da 
incorporação de unidades de  peptideoglicanos a partir de lipídeos tipo 2 (N-
acetilglucosamina-b-1,4-N-acetilmuramil-pentapeptídeo-pirofosforil-undecaprenol) (Walsh, 
2000). As enzimas que possuem os domínios de transpeptidases e transglicosilases tem sido 
os alvos utilizados pelas penicilinas e cefalosporinas, que agem como pseudosubtratos, 
acilando os sítios das transpeptidases (denominadas proteínas de ligação à penicilina). As 
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transpeptidases podem ser desaciladas muito lentamente, ocupando assim os sítios ativos das 
enzimas, evitando que aconteça  a reticulação normal das cadeias peptídicas nas camadas de 
peptideoglicanos, tornando-as assim mais fracas mecanicamente, ficando susceptíveis a lises e 
mudanças osmóticas (Walsh, 2000).  
 Além das penicilinas e cefalosporinas, os antimicrobianos da família das 
vancomicinas também atuam na segmentação da camada de peptideoglicanos da parede 
celular bacteriana. Entretanto, ao invés de redirecionar as enzimas relacionadas na reticulação 
peptídica, as vancomicinas se ligam ao substrato peptídico, impedindo que este reaja com as 
transpeptidases e transglicosilases (Williams, 1996). O efeito desse processo, onde há falta da 
reticulação dos peptideoglicanos, leva a um enfraquecimento da parede levando a uma morte 
celular devido a lise bacteriana. A superfície inferior da vancomicina pode ser capaz de fazer 
cinco ligações de hidrogênio com a porção terminal dipeptídica (D-Ala-D-Ala) das cadeias 
laterais dos peptideoglicanos. Tal processo explica a afinidade da vancomicina com seu alvo, 
tanto nas paredes reticuladas, quanto nos lipídeos tipo 2. Sendo assim, os β-lactâmicos e as 
vancomicinas funcionam em etapas adjacentes (substrato e enzima), demonstrando sinergia 
quando administradas em conjunto (Walsh, 2000). 
 
 Síntese de proteínas 
 O maquinário para a produção de proteínas e RNA ribossômicos de organismos 
procariotos pode ser essencialmente diferente do maquinário análogo em eucariotos, que 
possuem diversos inibidores de síntese de proteínas, tendo como alvo vários passos 
envolvidos no funcionamento dos ribossomos, com ação antibacteriana seletiva (Walsh, 
2000). Esses inibidores de síntese de proteínas incluem importantes antimicrobianos, tais 
como a classe das eritromicinas (Brisson-Noel et al., 1988), tetraciclinas (Knabe, 1985) (que 
podem ser produtos de vias biosintéticas de policétidos aromáticos) e os aminoglicosídeos 
(Fourmy et al., 1996) (dos quais a estreptomicina foi o primeiro a ser descoberto, sendo 
substituído posteriormente por variantes sintéticas como a canamicina). Devido as várias 
etapas relacionadas na iniciação, alongamento e no término da montagem de moléculas 
proteicas feitas pelos ribossomos, muitos podem ser os locais de ligação ou catálise que 
podem ser interrompidos por essas classes de antimicrobianos que inibem a síntese de 
proteínas (Walsh, 2000). Essa grande multiplicidade de passos associados a síntese de 
proteínas, também proporciona um maior número de alvos para novos antimicrobianos como 
os oxazolidinonas (Kloss et al., 1999), aprovada nos EUA no primeiro trimestre de 2000. 
 21 
 
 Reparo e replicação de DNA 
 As fluoroquinolonas, assim como as ciprofloxacinas, são antimicrobianos sintéticos 
que atuam destruindo bactérias a partir da inativação da enzima DNA girase que pode ser a 
enzima responsável por desenrolar o entrelaçamento circular do DNA bacteriano de dupla 
hélice que se forma após cada rodada de replicação de DNA (Walsh, 2000). As DNA girases 
são topoisomerases, que podem ser classificadas como tipo 1 ou tipo 2, onde, as do tipo 1 
produzem a ruptura em cadeias de DNA permitindo o giro da cadeira que foi rompida sobre a 
cadeia que se manteve intacta, conservando a energia do rompimento da ligação fosfodiéster. 
As do tipo 2 por sua vez, quebram as duas cadeias de DNA ao mesmo tempo, introduzindo ou 
retirando as hélices de DNA (Walsh, 2000). As girases bacterianas estão dentre as 
topoisomerases do tipo 2, onde a quebra da dupla fita de DNA envolve a ligação reversível 
das extremidade 5’ do DNA clivado aos resíduos de tirosina em cada uma das duas 
subunidades (GyrA e GyrB) de girases (Maxwell, 1997).  
 Os antimicrobianos das classes das quinolonas, assim como as ciprofloxacinas, atuam 
na inibição dos mecanismos de DNA girase, agindo formando um complexo com enzima e a 
fita dupla de DNA clivada que é ligada por ligações covalentes às subunidades de Girase A 
(Walsh, 2000). Nos complexos de ciprofloxacina, as girases não religam o DNA clivado e 
como consequência, as fitas de DNA clivadas se acumulam e desencadeiam o mecanismo de 
reparo que leva a morte bacteriana (Walsh, 2000). Sendo assim, dentre os três alvos 
principais, os antimicrobianos utilizam as diferenças bioquímicas entre o maquinário dos 
procariotos e eucariotos para a sua atuação seletiva. 
 
Mecanismos de resistência bacteriana  
 Bactérias muitas vezes se apresentam intrinsicamente resistentes a certos 
antimicrobianos, mas também tem a capacidade de adquirir essa resistência através de 
mutação em seus genes cromossômicos ou por transferência horizontal de genes, sendo que 
esses microrganismos podem continuar a crescer normalmente na presença de 
antimicrobianos, enquanto o crescimento das bactérias sensíveis pode ser interrompido (Baym 
et al., 2016). Assim sendo, as bactérias resistentes crescem rapidamente e se espalham por 
toda a população, superando as bactérias sensíveis, tornando assim o fármaco ineficaz (Baym 
et al., 2016). A resistência intrínseca de espécies bacterianas a certos tipos de 
antimicrobianos, pode ser a capacidade dessa população de bactéria de resistir a ação desses 
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antimicrobianos, sendo essa capacidade devido a características estruturais ou funcionais que 
podem ser inerentes (Blair et al., 2015). Além dessa resistência inerente que as bactérias 
possuem, estas também podem adquirir e desenvolver resistência a antimicrobianos. Tal 
resistência pode ser devido a vários mecanismos, se dividindo em três principais: primeiro, 
existem aqueles que diminuem as concentrações intracelulares de antimicrobianos, como 
resultado de uma fraca entrada na bactéria ou ainda pela expulsão dos antimicrobianos; 
segundo, existem aqueles que modificam o alvo das moléculas dos antimicrobianos através de 
mutações gênicas ou de modificações pós-traducionais desses alvos; e por último, existem 
aqueles que inativam as moléculas de antimicrobianos através de hidrólises ou outras 
modificações (Blair et al., 2015). 
 
 Interrupção de acesso ao alvo 
 Em relação as espécies de bactérias gram-positivas, as gram-negativas podem ser 
morfologicamente menos acessíveis a muitos antimicrobianos, devido a permeabilidade de 
sua  membrana externa (Kojima e Nikaido, 2013). As moléculas de antimicrobianos 
hidrofílicas atravessam a membrana externa das bactérias através de difusão por meio de 
proteínas de membrana externa (porinas) (Figura 2). Em grande parte das Enterobacteriaceae, 
as principais porinas, como as proteínas de membrana externa OmpFs e OmpCs de E. coli, 
funcionam como canais não específicos; porém, evidências anteriores sugerem que tais sítios 
de ligação de fármacos podem estar incorretos (Kojima e Nikaido, 2013; Tran et al., 2013). 
Consequentemente, a limitação da entrada de antimicrobianos nas células bacterianas, assim 
como a redução da permeabilidade da membrana externa podem ser resultado da regulação 
negativa de porinas ou pela substituição dessas por canais com mais seletividade, sendo que 
tal mecanismo de resistência intrínseca a antimicrobianos por bactérias gram-negativas já foi 
revisado (Tamber e Hancock, 2003; Blair et al., 2015). No entanto, estudos mais recentes 
demostraram que em Enterobacteriaceaes como Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. as 
reduções de expressão de porinas contribuem fortemente para a resistência de novos 
medicamentos como carbapenemases e cefalosporinas, que possuem a resistência devido a 
degradação enzimática (Baroud et al., 2013; Lavigne et al., 2013).  
 Bombas de efluxo de bactérias tem a capacidade de transportar ativamente muitas 
classes de antimicrobianos para o meio extracelular, contribuindo amplamente para a 
resistência intrínseca de bactérias gram-negativas a muitos medicamentos (Figura 2). Quando 
essas bombas de efluxo são superexpressas em bactérias, essas podem contribuir grandemente 
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para a resistência a antimicrobianos que anteriormente eram clinicamente úteis (Blair et al., 
2015). Algumas bombas de efluxo possuem uma especificidade de substrato (Bombas Tet), 
entretanto muitas das bombas de transporte possuem um amplo espectro de substrato, sendo 
conhecidas como bombas de efluxo de resistência a múltiplos fármacos (RMF) (Blair et al., 
2015). Embora todas as bactérias possuam genes que codificam bombas de efluxo RMF em 
seus cromossomos, alguns foram adicionados aos plasmídeos, que podem ser transferidos 
para outras bactérias. Genes que codificam novas bombas de efluxo do tipo tripartite 
resistance nodulation division (TRND), foram recentemente descobertas em plasmídeos 
IncH1 isolados de cepas de Citrobacter freundii, que também continham genes para a enzima 
New Delhi metallo-β-lactamase 1 (NDM1) de clivagem de antimicrobianos (Dolejska et al., 
2013). Essa família de bombas TRND que estão dentre as bombas RMF, são encontradas em 
bactérias gram-negativas sendo as mais caracterizadas dentre as clinicamente relevantes 
bombas de efluxo RMF, que, quando superexpressas, exportam uma grande quantidade de 
substratos para fora das células bacterianas, podendo ser exemplificadas como as bombas de 
efluxo AcrB em E.coli e MexB em P. aeruginosa (Piddock, 2006; Blair et al., 2015). 
 
 
Figura 2. Mecanismos intrínsecos de resistência. A figura demonstra uma visão geral dos mecanismos de 
resistência intrínseca. O exemplo mostrado é de antimicrobianos do tipo β-lactâmico tendo como alvo uma 
proteína de ligação à penicilina (PLP). O antimicrobiano A pode entrar na célula através de uma proteína 
porina, alcançando seu alvo inibindo a síntese de peptideoglicanos. O antimicrobiano B também pode 
entrar na célula através de uma porina, mas ao contrário do antimicrobiano A, ele pode ser 
eficientemente removido por bombas de efluxo. O antimicrobiano C não pode atravessar a membrana 
externa e, portanto, não consegue acessar a PLP alvo. 
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 O entendimento do mecanismo de superexpressão se apresenta importante, uma vez 
que esse mecanismo pode ser comum em cepas de isolados clínicos e um conhecimento desse 
tipo de mecanismo permite o estudo de nova terapias para burlar a produção de proteínas de 
efluxo (Blair et al., 2015). A transcrição desses genes codificantes de bombas de efluxo pode 
ser controlada por reguladores locais que estão localizados ao lado dos genes de bomba de 
efluxo e também por reguladores globais que apresentam funções biológicas mais amplas 
(Blair et al., 2015). Além disso, altos níveis de expressão de genes de efluxo encontrado em 
bactérias resistentes a múltiplos fármacos muitas vezes estão relacionado a mutações nas 
redes reguladoras que controlam a expressão dessas bombas de efluxo (Blair et al., 2015). 
Entretanto, o mecanismo mais comum relacionado a indução da expressão de genes de 
bombas de efluxo, é a ligação direta de moléculas antimicrobianas à genes de transcrição de 
proteínas repressoras, que diminui a ligação do repressor ao DNA alvo (Blair et al., 2015). O 
entendimento molecular da indução de bombas de efluxo permite o desenvolvimento de 
moduladores químicos que visam a diminuição dessas bombas, que poderiam ser usados em 
conjunto com antimicrobianos em novas estratégias terapêuticas. 
 
 Modificação de alvo de antimicrobianos 
 Grande parte dos antimicrobianos atuam se ligando em seus alvos através de ligações 
específicas de alta afinidade, neutralizando a atividade dos mesmos. Mudanças 
conformacionais dos alvos impedem a ligação dos antimicrobianos de forma eficiente, o que 
permite que esses alvos ainda desempenhem suas funções normais, conferindo assim 
resistência à bactérias (Blair et al., 2015). Durante o processo de infecção, geralmente estão 
presentes grandes populações de patógenos, onde, a presença de uma única mutação nos 
genes que codificam os alvos dos antimicrobianos, podem conferir resistência a esses, 
fazendo com que cepas que possuem essas mutações possam se proliferar livremente (Blair et 
al., 2015). Genes codificantes de alvos de antimicrobianos existem em várias copias nos 
genomas bacterianos, como a subunidade 23S dos ribossomos de bactérias gram-positiva que 
podem ser alvos dos antimicrobianos oxazolidinona como o linezolid. Outro exemplo 
associado a modificações de alvos de antimicrobianos é a aquisição de genes homólogos aos 
dos alvos originais, como acontece em S. aureus resistentes a meticilina (SARM), onde, a 
resistência a meticilina pode ser conferida devido a aquisição do elemento do cromossomo 
staphylococcal cassette mec (SCCmec). Esse elemento carrega genes de mecA que codifica a 
proteína PBP2a insensível a β-lactâmicos; esta proteína permite que a biossíntese da parede 
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celular aconteça  apesar da proteína PBP nativa ser inibido na presença de antimicrobiano 
(Katayama et al., 2000). 
 Proteções do alvo de antimicrobianos através de modificações também pode ser um 
meio eficiente de bactérias se tornarem resistentes a antimicrobianos (Figura 3), além de não 
requererem alterações por meio de mutações nos genes que codificam os alvos dos 
antimicrobianos. Recentemente, a proteção de alvos tem sido colocada como relevantes 
mecanismos de resistência à vários tipos de antimicrobianos; a família de genes de 
eritromicina ribossômicas metilases (erm), alteram os sítios de ligação de medicamentos (16S 
rRNA) por metilação, prevenindo a ligação de licosaminas e estreptograminas (Kumar et al., 
2014).   
 Os antimicrobianos das classes dos aminoglicosídeos tem a capacidade de inibir a 
síntese proteica se ligando ao cromossomo das bactérias. Um dos mecanismos de resistência a 
aminoglicosídeos pode ser a modificação dos ribossomos através de metilação (Figura 3). 
Antes não se pensava que esse mecanismo fosse clinicamente relevante, entretanto, as 
enzimas responsáveis por essa metilação foram recentemente encontradas em vários 
patógenos bacterianos; por exemplo, temos o gene ArmA que codifica metiltransferases, que 
foram isoladas de Enterobactérias em toda América do Norte, Europa e Índia, além dos genes 
rmt que codificam outras metiltransferases que foram descobertas na Américas do Norte, 
Central e Sul, e também na Índia (Fritsche et al., 2008; Hidalgo et al., 2013; Blair et al., 
2015). As polimixinas, A e E (conhecidas como colistinas) são  peptídeos antimicrobianos 
cíclicos com longas caudas hidrofóbicas que tem ação contra bactérias gram-negativas (Cai et 
al., 2012). A atividade das colistinas é baseada da ligação dessas moléculas aos 
lipopolisacarídeos (LPS), onde, suas cadeias hidrofóbicas destroem ambas as membranas 
celulares das bactérias (Kumar et al., 2014). Devido a falta de terapias alternativas nos 
últimos anos, a colistina foi bastante utilizada no tratamento de infecções causadas por P. 
aeruginosa, Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae multirresistentes. Como consequência, 
houve o desenvolvimento de resistência a esse medicamento, que pode ser frequentemente 
associada a mudanças nas expressões dos reguladores que alteram a produção de LPS, 




Figura 3. Modificação de alvo de antimicrobianos. A. Hospedeiro susceptível em que um antimicrobiano 
pode se ligar firmemente ao seu alvo específico e exercer um efeito inibitório. B. Mutação ou 
recombinação do sítio alvo gerando um alelo mosaico resultando em um alvo com afinidade reduzida para 
o antimicrobiano, que não se liga de forma eficiente e, portanto, tem um efeito reduzido ou insignificante. 
C A modificação do alvo por adição de um grupo químico também pode prevenir a ligação de 
antimicrobianos sem alterar a sequência da proteína primária do alvo, o que retém a sua atividade. 
 
 Antimicrobianos das classes das daptomicinas atuam especificamente em fosfolipídios 
aniônicos das membranas citoplasmáticas de bactérias gram-positivas, que na presença de 
íons de cálcio, se inserem na membrana causando despolarização e extravasamento do 
conteúdo intracelular (Randall et al., 2013). Em S. aureus, a resistência a daptomicinas ocorre 
devido a mutações no gene mprF (codificantes de resistência a peptídeos), que resulta na 
remodelagem dos fosfolipídios da membrana, que por sua vez altera a carga membranar, 
reduzindo a ligação das moléculas de daptomicinas (Mishra et al., 2013). 
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 Modificação direta em antimicrobianos  
 A catálise enzimática de antimicrobianos, pode ser um mecanismos importante de 
resistência microbiana a antimicrobianos que tem sido relevantes desde a descoberta da 
penicilina (uma β-lactamase), em 1940 (Abraham e Chain, 1988) (Figura 4). Milhares de 
enzimas já foram identificadas com a capacidade de degradar antimicrobianos de diferentes 
classes, dentre eles; β-lactâmicos, aminoglicosídeos, fenicóis e macrolídeos. Além disso, 
existem também subclasses de enzimas que tem a capacidade de degradar antimicrobianos 
dentro de uma mesma classe, como por exemplo os antimicrobianos β-lactâmicos como 
penicilinas, cefalosporinas, clavams, carbapenêmicos e monobactâmicos, que podem ser 
hidrolisados por uma gama diversificada de β-lactamases (Livermore, 2008; Nordmann, 
Poirel, Walsh, et al., 2011; Woodford et al., 2011). As primeira β-lactamases possuíam ação 
somente contra β-lactâmicos de primeira geração, Entretanto, o surgimento de β-lactamases 
de espectro estendido (BLEE) e carbapenemases, incluindo as imepenemases, K. pneumoniae 
carbapenemases (KPC), oxacilinases, enzimas New Delhi metalobetalactamases (NDM) em 
bactérias gram-negativa como K. pneumoniae, E. coli, P. pneumoniae e A. baumannii, 
resultou no surgimento de isolados resistentes a todos os β-lactâmicos, implicando em um 
problema no tratamento de infecções graves em pacientes hospitalares (Johnson e Woodford, 
2013; Voulgari et al., 2013). 
 Com o aumento do número de bactérias carregadores dos genes de β-lactamases de 
espectro estendido (BLEE), o uso de carbapenemases no ambiente clínico sofreu aumento nos 
últimos anos e, como consequência, um número crescente de isolados clínicos que possuem 
genes que codificam β-lactamases com atividade de hidrólise de carbapenêmicos 
(carbapenemases) tem sido encontrados (Queenan e Bush, 2007; Tzouvelekis et al., 2012). As 
carbapenemases incluem principalmente membros da classe A, B e D de β-lactamases. Uma 
característica destas enzimas é a capacidade de inativar uma ampla gama de β-lactâmicos, 
incluindo carbapenêmicos e cefalosporinas de amplo espectro (Blair et al., 2015). A 
disseminação de carbapenemases ocorreu de maneira diferente como exemplificado pelos 
genes de kpc e ndm. As KPCs serino carbapenamases foram encontradas primeiramente em 
1996 (Yigit et al., 2001), sendo descritas desde então em várias Enterobacteriaceae 
(Deshpande et al., 2006). O gene de kpc pode ser transferido através do plasmídeo, sendo 
relacionado a clones dominantes de K. pneumoniae produtores de KPC (ST258), que pode ser 
encontrado em todo mundo (Qi et al., 2011). Esse gene pode ser carregado no plasmídeo 
pKP-Qil ou em variantes próximas, onde há a substituição de um único aminoácido, 
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mantendo ainda a atividade similar (Leavitt et al., 2010). As carbapenemases NDM foram 
descritas primeiro na Índia em 2009 (Kumarasamy et al., 2010), se tornando bastante 
difundidas em bactérias gram-negativas, tais como A. baumannii, K. pneumoniae e E. coli em 
todo mundo (Blair et al., 2015). NDMs conferem resistência a todos os β-lactâmicos com 
exceção dos aztreonâmicos. Seus genes foram frequentemente descobertos em plasmídeos 
conjugativos de amplo espectro pertencentes a diversos tipos de replicons (IncA, IncC, IncF, 
IncHI1 e IncL–IncM) (Walsh et al., 2011; Giske et al., 2012; Kumarasamy e 
Kalyanasundaram, 2012), e em conjunto com outros genes de resistência (Nordmann, Poirel, 
Carrer, et al., 2011). Isolados clínicos que produzem NDM foram identificados em muitas 
espécies, com seus genes localizados tanto em plasmídeos quando nos cromossomos dos 
hospedeiros, podendo se mover em ambos com uma alta frequência (Shakil et al., 2011). 
 
 
Figura 4. Interações diretas com antimicrobianos. A. Hospedeiro susceptível com um alvo que pode ser 
efetivamente inibido por um antimicrobiano. B. Aquisição e produção de uma enzima que destrói o 
antimicrobiano (por exemplo, β-lactamases) evitando a ligação ao alvo e conferindo resistência. C. 
Aquisição e produção de uma enzima que modifica a estrutura do antimicrobiano (por exemplo, enzimas 
modificadoras de aminoglicosídeos) também pode impedir a ligação ao alvo e conferir resistência. 
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 Uma das formas de bactérias se tornarem resistentes a antimicrobianos pode ser pela 
adição de grupos químicos a locais mais vulneráveis nas moléculas dos antimicrobianos, o 
que impede que esses antimicrobianos se liguem em suas proteínas alvo como resultado de 
um impedimento estérico (Figura 4). Vários grupos químicos diferentes podem ser 
transferidos à antimicrobianos, tais como, grupamentos acil, fosfato, nucleotídeo e ribitoil, 
sendo que as enzimas responsáveis por essa ação, são uma ampla e diversificada família de 
enzimas de resistência a antimicrobianos (Wright, 2005). Antimicrobianos do tipo 
aminoglicosídeos são bastante susceptíveis a modificações por terem a tendência de ser 
moléculas grandes com vários grupos amida e hidroxila expostos (Blair et al., 2015). As 
enzimas modificadoras de aminoglicosídeos conferem altos níveis de resistência aos 
antimicrobianos que são modificados por elas. Três classes de enzimas são as principais 
atuantes nessa modificações: acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotídeostransferases. 
Essas classes de enzimas podem ser evolutivamente diversas, variando nos tipos de 
aminoglicosídeos que são  capazes de modificar, assim como a porção dessas moléculas que 
podem ser modificadas (Norris e Serpersu, 2013). Uma descoberta recente e preocupante foi 
uma nova ilha genômica em Campylobacter coli isoladas de frangos de corte na China; esta 
ilha genômica codifica seis enzimas que possuem a capacidade de modificar 
aminoglicosídeos, incluindo os membro das três classes, conferindo resistência a vários 
aminoglicosídeos (incluindo gentamicinas) diferentes que podem ser usados no tratamento de 
infecções por Campylobacter  (Qin et al., 2012).  
 
Peptídeos antimicrobianos como alternativa a antimicrobianos 
convencionais  
Como discutido anteriormente, a resistência de microrganismos a antimicrobianos 
convencionais vem se tornando uma grande preocupação em todo o mundo e algumas formas 
foram descritas a fim de minimizar essa intensa crise mundial. Portanto, como estratégia de 
controle a esses novos super-microrganismos, os peptídeos antimicrobianos se apresentam 
como uma alternativa diferente. Peptídeos antimicrobianos (PAMs) são moléculas defensivas 
existentes no reino animal e vegetal, exibindo forte atividade antimicrobiana contra um amplo 
espectro de microrganismos, como bactérias gram-negativas e positivas, fungos, parasitas e 
vírus, através de vários mecanismos de ação diferentes (Andreu e Rivas, 1998). Além de 
demonstrar efeitos antimicrobianos diretos, os PAMs ainda têm a capacidade de controlar 
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respostas imunes adaptativas e inatas, gerando um acúmulo de células imunes como 
macrófagos e linfócitos, além de anular os efeitos tóxicos das endotoxinas lipopolissacarídicas 
de bactérias Gram-negativas, estimulando angiogênese (Kai-Larsen e Agerberth, 2008; 
Laverty et al., 2011). PAMs podem ser ainda capazes de destruir microrganismos com 
grandes resistências a antimicrobianos convencionais, uma vez que esses podem ser mortos 
por ação direta e rápida dessas moléculas (Zasloff, 2002; Aoki et al., 2012). Em conjunto, os 
PAMs possuem diversos benefícios no tratamento de infecções, por isso, o desenvolvimento 
de PAMs tem sido considerado como uma estratégia promissora para a geração de novos 
antimicrobianos. 
PAMs que ocorrem naturalmente na natureza podem se apresentar como polipeptídeos 
curtos, onde seus comprimentos podem variar até cerca de 50 resíduos de aminoácidos 
ligados através de ligações peptídicas (Kang et al., 2014; Da Costa et al., 2015). Em geral 
possuem entre +2 e +9 resíduos de aminoácidos básicos, como Arginina (Arg), Lisina (Lys) e 
Histidina (His) (Hancock e Scott, 2000). Embora PAMs se apresentem não estruturados em 
soluções aquosas, em ambientes miméticos de membranas, os PAMs adotam uma estrutura 
induzindo uma anfipaticidade significativa, onde, seus resíduos hidrofóbicos se mantem de 
um lado da molécula e seus resíduos hidrofílicos do lado oposto, permitindo que esses PAMs 
interajam seletivamente com a carga negativa das membranas externas das bactérias (Nguyen 
et al., 2011). Em última análise, a integridade da barreira citoplasmática bacteriana fica 
comprometida devido a adsorção dos PAMs que podem ser difundidos para as superfícies 
carregadas negativamente das membranas microbianas dentro das quais podem ser 
encontrados polímeros ácidos, como lipopolissacarídeos e ácidos teicóicos (Hancock e 
Lehrer, 1998). A interação específica dos PAMs com a membrana bacteriana resulta no 
vazamento do conteúdo da célula bacteriana. Em contraste, os PAMs positivamente 
carregados têm dificuldade em se ligar a membrana celular de mamífero, uma vez que a 
composição da membrana celular se mostra bastante diferente da membrana bacteriana. Em 
comparação com a membrana bacteriana, os fosfolipídios neutros, como fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamina e/ou esfingomielina, podem ser abundantes na membrana celular de 
mamífero (Gentilucci et al., 2006). 
Os PAMs podem apresentar um elevado grau de especificidade, o que pode ser 
atribuído às estruturas complexas de sua forma lábil, e ainda sua estrutura quaternária 
formada ao interagir com o alvo (Da Costa et al., 2015). A toxicidade atribuída a esses 
peptídeos geralmente pode ser baixa, uma vez que eles tendem a possuir uma interação 
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específica com seus alvos moleculares e podem ser facilmente metabolizados devido a sua 
composição feita de resíduos de aminoácidos (Da Costa et al., 2015). 
Há um crescente interesse por esses peptídeos por parte das indústrias farmacêuticas 
quando se fala em desenvolvimento de novos medicamentos, que vêm se intensificando 
devido a uma aceitação crescente dessas proteínas terapêuticas por parte de médicos e 
pacientes (Da Costa et al., 2015). Alguns blockbusters já ultrapassaram a marca de mais de 
meio bilhão de dólares em vendas destes novos agentes terapêuticos. Em 2011, a Lupron® 
(leuprolideacetate) atingiu vendas globais de 800 milhões de dólares. No mesmo ano, a 
Zoladex® (goserelinacetate) teve uma venda mundial de 1,2 bilhões de dólares, e a copaxone® 
(glatirameracetate) superou os 4 bilhões de dólares em 2012. Compreensivelmente, isso 
gerou uma corrida por fármacos à base de peptídeos (Da Costa et al., 2015). O ano de 2012 
foi particularmente prolífico em termos de aprovação de medicamentos à base de peptídeos, 
com cinco medicamentos autorizados para comercialização, tanto nos EUA e na União 
Europeia, sendo essas: lucinactant (Discovery Labs), pasireotido (Novartis), carfilzomib 
(Onyx Pharmaceuticals), linaclotide (Forest Laboratories) e teduglutide (NPS 
Pharmaceuticals) (Da Costa et al., 2015). Os próximos anos deverão entregar muitos mais, 
pois vários compostos já estão em estudos clínicos de estágio tardio (Kaspar e Reichert, 
2013). 
 
Principais classes estruturais de PAMs 
 Peptídeos antimicrobianos podem ser classificados basicamente em três grandes 
classes baseados em suas estruturas: α-helicoidais, folhas-β e peptídeos antimicrobianos sem 
estruturas definidas (Mcphee e Hancock, 2005) (Figura 5). Os PAMs α-helicoidais 
compreendem as pardaxinas (Ting et al., 2014), dermasseptinas (Nicolas e El Amri, 2009), e 
as tão estudadas LL-37 (Wang et al., 2014). Os peptídeos anfipáticos, na natureza, podem 
formar estruturas α-helicoidais na presença de membranas modelo ou em solução aquosa 
(Ahmad et al., 2012). Os PAMs em estruturas de folhas-β podem ser caracterizados pela 
presença de duas ou mais folhas, esses PAMs estão ligados pela formação de pontes 
dissulfeto incluindo as α-, β-, e θ-defensinas (Mcphee e Hancock, 2005; Kountouras et al., 
2014). Por fim, os peptídeos sem estrutura definida são peptídeos que podem ser ricos em 
histidinas, argininas ou glicinas (Ahmad et al., 2012). Exemplos incluem indolicidinas (Shaw 




Figura 5. Estruturas tridimensionais representativa das diferentes classes de PAMs. A. Pardaxina 
(PDB:2KNS). B. β-defensina (PDB:1KJ5). C. Indolicidina (PDB: 1QXQ) 
 
 PAMs com estruturas em α-hélices 
 Os peptídeos anfipáticos, na natureza podem formar estruturas α-helicoidais na 
presença de membranas modelo ou em solução aquosa e muitas vezes esses peptídeos 
apresentam uma ligeira dobra no centro da molécula (Ahmad et al., 2012). Em um estudo, 
essa dobra foi decisiva para a seletividade da molécula, o que suprimiu a atividade hemolítica 
(Zhang et al., 1999). As magaininas são um ótimo exemplo dessa classe estrutural de 
peptídeos, sendo isoladas de pele de sapos africanos Xenopus leavis, as magaininas 1 e 2 
possuem 23 resíduos de aminoácidos e uma leve atividade antimicrobiana (50 g.ml-1) 
(Zasloff, 1987). A estrutura da magainina 2 foi elucidada através de RMN na presença de 
micelas de DPC e SDS, apresentando uma conformação anfipática e helicoidal, com uma leve 
curvatura no centro, nos resíduos 12 e 13 (Gesell et al., 1997). O mecanismo de ação de 
magaininas foi proposto por promover a permeabilização das membranas bacterianas levando 
a ruptura. Esse mecanismo pode ser apoiado pela observação de que não existem diferenças 
na atividade entre os peptídeos d- e l-enantioméricos, descartando o envolvimento de um 
receptor quiral ou uma enzima como alvo (Wade et al., 1990; Matsuzaki, 1998). O modelo 
proposto para explicar o mecanismo de ação da magainina 2 segue o modelo de agregação 
micelar, onde as magaininas interagem com os fosfolipídios carregados negativamente 
formando poros transientes tornando a membrana bacteriana permeável (Matsuzaki et al., 
1997). Esse sistema foi demostrado em sistemas modelo, onde a despolarização foi induzida 
em membranas modelo e E. coli (Juretic et al., 1994; Matsuzaki et al., 1995). 
 As cecropinas foram os primeiros PAMs indutíveis de origem animais a serem 
caracterizados, sendo isolados de hemolinfa de lepidópteros (mariposas) e dípteros (moscas) 
previamente desafiadas com bactérias (Hultmark et al., 1980; Steiner et al., 1981). Esses 
peptídeos possuem entre 35-40 resíduos de aminoácidos e uma região N-terminal helicoidal 
básica, separados por uma dobradiça flexível de uma porção C-terminal com características 
mais hidrofóbicas (Tossi et al., 2000). Geralmente essas classes de PAMs se encontram 
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sempre amidadas em seu C-terminal e podem ser ativos principalmente contra bactérias gram-
negativas. Entretanto o espectro de sua atividade varia consideravelmente, de modo que as 
cecropinas A e B podem ser também ativas contra bactérias gram-positivas e fungos, sendo 
ainda inativos contra células de origem animal em concentrações antimicrobianas (De Lucca e 
Walsh, 1999; Tossi et al., 2000).  
 Peptídeos em conformação helicoidal foram encontrados em várias espécies de peixes. 
As pardaxinas consistem em componentes neurotóxicos encontrados nas secreções tóxicas de 
diferentes espécies de Red Sea flat fish (Pardachirus marmoratus), também conhecido como 
linguado (Oren e Shai, 1996). Esses peptídeos possuem características hidrofóbicas se 
assemelhando as melitinas em atividade e estrutura, possuindo uma região N-terminal 
hidrofóbica articulada e uma porção C-terminal polar, sendo ativas contra bactérias gram-
negativas, porém sendo cerca de 10 vezes menos ativas contra bactérias gram-positivas e 
eritrócitos (Saberwal e Nagaraj, 1994). Estudos de RMN de fase sólida mostraram que, 
quando a pardaxina é inserida em bicamadas lipídicas como DMPC (1,2-dimyristoil-
fosfatidilcolina), ela possui uma orientação transmembranar. Em contrapartida, em bicamadas 
lipídicas com caudas hidrofóbicas mais longas, a pardaxina possui uma orientação mais 
superficial. Essas características se dão por conta do comprimento da cauda hidrofóbica do 
peptídeo, afetando a membrana hidrofóbica de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina) e 
POPG (1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilglicerol) (Jafari et al., 2017). Hallock e colaboradores 
indicaram que o modo de ação das pardaxinas depende do comprimento da cadeia de acil de 
lipídios, levando a um mecanismo de barreira-barragem em DMPC e um mecanismo de tapete 
em POPC a pH 4.5 (Hallock et al., 2002). 
 Amplos estudos são realizados com LL-37, sendo estes peptídeos de defesa do 
hospedeiro um representante da classe das catelicidinas, eles possuem uma ampla variedade 
de funções, tais como atividade antimicrobiana e papel na imunidade do hospedeiro 
(Vandamme et al., 2012). A catelicidina LL-37 pode ser expressa por vários tipos celulares 
que estão susceptíveis a agentes patogênicos, tais como células epiteliais, intestino, vias 
aéreas, superfície ocular ou trato reprodutivo, mas também estão presentes em células imunes 
inatas como neutrófilos, células dendríticas, mastócitos, células natural killers, monócitos e 
macrófagos (Durr et al., 2006). Sua sequência primária, indica uma clara anfipaticidade, 
possui 37 resíduos de aminoácidos, sendo catiônico além de adotar uma conformação α-
helicoidal. A LL-37 se liga a membrana celular bacteriana carregada negativamente. Após a 
inserção ela pode ser capaz de induzir a ruptura da membrana resultando em um efeito 
bactericida (Lee et al., 2011). Além de estar envolvida no sistema imune inato, a LL-37 
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também exerce efeito como imunomodulador. Após as infecções, a LL-37 atua como sinal de 
alerta, unindo o sistema inato e adaptativo através do recrutamento de células 
imunocompetentes para o local da infecção (Verjans et al., 2016). Além disso, as LL-37 
modulam os níveis de citocinas inflamatórias, controlando o equilíbrio entre as respostas anti- 
e pró-inflamatórias. Esse efeito complementa seu papel como antimicrobiano endógeno, além 
de implicar em vários processos biológicos fundamentais envolvendo células não imunes, 
como apoptose, angiogênese, re-epitelização, fechamento de ferida e manutenção da 
integridade da barreira epitelial intestinal (Otte et al., 2009; Barlow et al., 2010; Ramos et al., 
2011). 
 
 PAMs com estruturas em folhas-β 
 As protegrinas estão entre um dos peptídeos mais estudados dentre as pertencentes ao 
grupo de folhas-β, sendo elas isoladas de leucócitos porcinos. Esses PAMs apresentam um 
amplo espectro de atividade contra bactérias gram-negativas e positivas, incluindo E.coli, P. 
aeruginosa e Neisseria gonnorhoeae (Kokryakov et al., 1993). As protegrinas que aparecem 
naturalmente na natureza possuem entre 16-18 resíduos de aminoácidos, sendo ricas em 
resíduos carregados de arginina. As protegrinas possuem a presença de duas folhas-β 
antiparalelas estabilizadas por duas pontes dissulfeto entre si. A estrutura em solução da 
variante de protegrinas mais comum que ocorre naturalmente, denotada PG-1 
(RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2), é mostrada e teve sua estrutura baseada no estudo de 
RMN conduzido por Fahrner e colaboradores (Fahrner et al., 1996). Foi demostrado que as 
ligações dissulfeto nesses PAMs, impõem restrições rígidas à estrutura do peptídeo. Isto tem o 
efeito de confinar os resíduos de arginina altamente hidrofílicos carregados positivamente em 
regiões espaciais distintas, enquanto a estrutura restante consiste em grande parte de resíduos 
hidrofóbicos (Bolintineanu e Kaznessis, 2011). Sua estrutura rígida dá à PG-1 sua natureza 
anfipática, comum a muitos outros PAMs. Devido à sua estrutura altamente restrita, PG-1 
provavelmente não sofre alterações significativas após a associação com membranas ou após 
oligomerização (Bolintineanu e Kaznessis, 2011). Acredita-se que a carga altamente catiônica 
das protegrinas seja essencial para sua capacidade de se ligar mais fortemente às membranas 
celulares bacterianas, que contêm uma porção significativa de lipídios aniônicos, ao contrário 
das membranas de mamíferos, que podem ser principalmente compostas de lipídeos 
zwitteriônicos (Yeaman e Yount, 2003).  
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 A gomesina, um outro representando de peptídeos em formação de folhas-β, consiste 
em um peptídeo antimicrobiano rico em cisteína de 18 resíduos isolado das células sanguíneas 
(hemócitos) da aranha Acanthoscurria gomesiana, possuindo duas pontes dissulfeto que 
ligam as cisteínas Cys2 a Cys15 e Cys6 a Cys11(Silva et al., 2000). Além disso, a gomesina 
possui duas modificações pós-translacionais incluindo a ciclização da glutamina N-terminal 
em ácido piroglutâmico (pGlu ou Z) e amidação da arginina C-terminal (Mandard et al., 
2002). A molécula de gomesina é altamente catiônica com a presença de cinco resíduos de 
argininas e uma lisina além da amidação em sua porção C-terminal e nenhum aminoácido 
acídico. A gomesina exibe ampla atividade em concentrações bastante baixas (geralmente 
abaixo de 10 μM) contra uma gama de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e 
leveduras (Silva et al., 2000). Além disso, constatou-se que este peptídeo afeta a viabilidade 
do parasita Leishmania amazonensis e apresenta baixa atividade hemolítica contra eritrócitos 
humanos. Os alinhamentos de sequência sugerem fortemente semelhanças com vários 
peptídeos antimicrobianos que adotam uma estrutura de folha-β, como taquiplesinas, 
androctonina e protegrinas (Silva et al., 2000). A estrutura total da gomesina pode ser 
formada por uma estrutura em forma de grampo com uma extensão de dois resíduos na 
extremidade do C-terminal. Esta estrutura em forma de grampo consiste em duas cadeias β-
antiparalelas formando uma folha torcida (Mandard et al., 2002).  
 Θ-defensinas são uma família mais nova filogeneticamente dentre as defensinas, onde 
seus genes provavelmente apareceram por processo de mutação de um gene já existente de α-
defensinas em macacos do velho mundo (Lehrer e Ganz, 1999). Essas defensinas podem ser 
menos numerosas em mamíferos, e podem ser as únicas a apresentarem uma estrutura circular 
(Jarczak et al., 2013). As θ-defensinas maduras são uma folha-β com duas cadeias circulares 
que podem ser estabilizadas por três pontes dissulfetos. No entanto, a orientação paralela da 
disposição das pontes,  permitem uma flexibilidade substancial em torno do seu eixo curto 
(Pasupuleti et al., 2012). Foram identificadas pela primeira vez em neutrófilos e monócitos de 
macaco Rhesus (Macaca mulatta), onde, três Θ-defensinas foram identificadas em seus 
leucócitos: RTD-1 (Rhesus theta defensin 1), RTD-2 e RTD-3 (Tang et al., 1999). Além 
disso, isoformas dessas defensinas foram encontradas em babuínos (Papio anubis), sendo 
quatro encontradas na medula óssea e cinco em leucócitos de sangue periférico (Garcia et al., 
2008). As Θ-defensinas podem ser produzidas a partir do resultado de uma quebra de dois 
nonapeptídeos derivados de uma sequência de 76 resíduos aminoácidos de precursores de α-
defensinas (Tran et al., 2008). Esses peptídeos possuem uma atividade antimicrobiana que 
não possuem alteração devido a presença de sais e cátions divalentes. Primatas como 
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humanos (Homo sapiens), chimpanzés (Pan troglodytes), bonobos (Pan paniscus) e gorilas 
(Gorila gorilla) podem ser portadores de pseudogenes de Θ-defensinas, onde, seis 
pseudogenes foram identificados no genoma humano (cinco deles no cromossomo 8 p23 e um 
no cromossomo 1) (Welkos et al., 2011). Os transcritos de mRNA de Θ-defensinas, mas não 
os peptídeos, foram encontrados em órgãos humanos como baço, timo, testículos, músculo 
esquelético e medula óssea, entretanto, devido a uma mutação no gene DEFT das Θ-
defensinas que gera um códon STOP, interrompendo a tradução desse gene (Doss et al., 
2009). 
 
PAMs sem estruturas definidas 
 Indolicidinas podem ser pequenos peptídeos antimicrobianos com 13 resíduos de 
aminoácidos isolados de neutrófilos bovinos. Sua sequência se mostra rica em triptofanos 
(39%) e argininas (23%), com seu C-terminal amidado (Falla et al., 1996). Sua atividade 
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e positivas, fungos e protozoários não é um 
resultado de sua estrutura secundaria, uma vez que estudos de RMN não demostraram uma 
estrutura definida ou anfipaticidade, que é uma das características presentes na maioria dos 
PAMs (Hsu et al., 2005). Entretanto, as indolicidinas apresentam os domínios hidrofóbicos e 
carregados positivamente bem marcantes, sendo cruciais para suas interações com agentes 
bacterianos patogênicos. Estudos demonstraram que as indolicidinas não foram capazes de 
induzir lise bacteriana, mesmo em concentrações 4 vezes mais elevadas que as concentrações 
de MIC. Com isso foi excluída o mecanismo de despolarização da membrana e os modelos de 
formação de poros (Mojsoska e Jenssen, 2015). Esses PAMs podem ser então capazes de se 
ligar ao DNA inibindo a síntese de DNA responsável pela filamentação celular (Hsu et al., 
2005). Estudos mais recentes também demonstraram que a inibição da replicação e 
transcrição do DNA pode ser devido a região central PWWP dos peptídeos, que pode ser 
capaz de estabilizar as estruturas de DNA (Ghosh et al., 2014). Visando uma melhora na 
potência das indolicidinas, varias modificações estruturais foram testadas. Mudanças como a 
substituição de triptofano por aminoácidos não naturais (Ryge et al., 2004), a expressão de 
estruturas mutantes como as CP10A (ILAWKWAWWAWRR-NH2) e CP11 
(ILKKWPWWPWRRK-NH2), incrementando a potência contra bactérias gram-positivas 
(Friedrich et al., 2001), e aumentando a cationicidade do peptídeo, que melhorou seu perfil 
hemolítico e atividade contra bactérias gram-negativas (Falla e Hancock, 1997). Além disso 
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estudos adicionais indicaram que a ciclização das indolicidinas melhoraram sua estabilidade 
proteolítica sem afetar seu mecanismo de ação e atividade antibacteriana (Rozek et al., 2003). 
 Histatinas estão entre os PAMs de origem salivar mais estudados (Imamura e Wang, 
2014). Histatinas podem ser pequenos peptídeos catiônicos ricos em resíduos de histidina, 
possuem geralmente de 7 a 38 resíduos de aminoácidos de comprimento e são encontradas em 
saliva de humanos e outros primatas superiores (Kavanagh e Dowd, 2004), sendo expressos 
pela parótida e pelas glândulas salivares submandibulares e sublinguais em humanos 
(Rijnkels et al., 2003). Ele são pertencentes a família de peptídeos ligantes de metal, e 
possuem a habilidade de inibir colagenases e cisteína proteases, ainda, junto a sua capacidade 
antimicrobiana e antifúngica, apresentam uma grande aplicação como potencial terapêutico 
(Gusman et al., 2001). Histatinas 1, 3 e 5 possuem 38, 32 e 24 resíduos, respectivamente, 
sendo os 22 resíduos iniciais idênticos entre si (Kavanagh e Dowd, 2004). As histatinas 1 e 3 
são produtos de genes distintos, a histatina 5 por outro lado, é resultado da clivagem 
proteolítica da histatina 3 (Oppenheim et al., 1988). Esse fragmento, emergiu como um 
potente peptídeo antimicrobiano, sendo a histatina mais ativa contra leveduras, como Candida 
albicans, Cryptococcus neoformans e Candida dubliniensis (Sugimoto et al., 2006; Conti et 
al., 2013; Puri e Edgerton, 2014). Histatinas além de apresentarem uma atividade antifúngica, 
constituem um elemento extremamente relevante na resposta imune dentro da cavidade oral. 
Além de possuir ação microbiana por permeabilização da membrana, as histatinas também 
visam a mitocôndria, ou a proteína mitocondrial F0F1 ATPase, causando efluxo de ATP, o 
que resulta em depleção de conteúdos intracelulares de ATP causando morte celular 
(Kavanagh e Dowd, 2004; Luque-Ortega et al., 2008). 
 
Propriedades físico-químicas de peptídeos antimicrobianos 
 As propriedades estruturais de qualquer biomolécula desempenham um papel 
importante para interpretar sua atividade biológica. Muitos estudos foram conduzidos para 
dissecar os elementos importantes que definem os peptídeos como "armas" antimicrobianas. 
Uma grande diversidade de sequências de PAMs existem na natureza, o que contribui para a 
diversidade estrutural geral, mas existem ainda características evolutivas que foram 
conservadas para garantir sua atividade em vários tipos de bactérias com diferentes 
composições de membrana e diferentes alvos. A cationicidade, a hidrofobicidade e a 





 Uma propriedade muito comum entre diversos PAMs pode ser sua característica 
catiônica, que é representada pelo número de aminoácidos carregados positivamente (lisina, 
arginina histidina) presente em sua sequência (Wang, 2013). Vários estudos correlacionam 
essa característica com a atividade antimicrobiana de peptídeos. A importância dessa 
propriedade se dá principalmente nas interações entre a carga positiva dos peptídeos e a 
superfícies negativamente carregada das membranas de bactérias através de interações 
eletroestáticas (Mojsoska e Jenssen, 2015). Como exemplo, temos a família das defensinas, 
onde a maioria da atividade de seus membros estão relacionados a sua cationicidade. A 
defensina humana 5 por exemplo, interage com a superfície bacteriana através de seus 
resíduos de arginina podendo exercer sua atividade microbiana (Mojsoska e Jenssen, 2015). A 
mudança dos resíduos de arginina da posição 9 e 28, por resíduos de alanina reduziram a 
capacidade microbiana dos peptídeos, bem como sua interação com as células hospedeiras 
(De Leeuw et al., 2009). Entretanto, a carga positiva global de PAMs, pode não ser a 
principal característica determinante para a atividade antibacteriana, como acontece no caso 
das α-defensinas humanas que geralmente se apresentam mais ativas contra bactérias gram-
positivas do que as beta-defensinas, mesmo as últimas sendo mais catiônicas (Wei et al., 
2009). Além disso, a cationicidade apresenta um certo limite, além do qual o aumento da 
carga não resulta no aumento da atividade antibacteriana. Dathe e colaboradores (2001) 
demonstraram que o aumento da carga de análogos de magainina-2 de +3 para +5, aumentou 
a atividade antibacteriana desses peptídeos contra bactérias gram-positivas e negativas devido 
a relação entre carga e momento hidrofóbico, entretanto, quando aumentada de +6 ou +7, uma 
perda de atividade microbiana e aumento a propensão hemolítica foi observada (Dathe et al., 
2001). Além da carga positiva do peptídeo, foi demostrado que a posição onde esses resíduos 
catiônicos estão inseridos também podem ser importantes para a atividade, por exemplo, 
alterando a posição de alguns resíduos dentro da estrutura da bactenicina Bac2A, resultou em 
um aumento também da atividade microbiana (Hilpert et al., 2006). Além da importância da 
cationicidade para a interação eletrostática inicial em membranas carregadas negativamente, a 
carga liquida pode ser importante para a absorção autopromovida de PAMs, onde a interação 
desses peptídeos com os cátions divalentes (Mg2+ e Ca2+) da membrana externa causa um 
deslocamento desses cátions, desestabilizando a membrana, permitindo a adsorção das 




 A hidrofobicidade consiste em uma das características mais determinantes para a 
atividade microbiana de PAMs, sendo descrita como essencial na literatura. Essa 
característica afeta o potencial de interação dos peptídeos com as diferentes composições de 
membrana bacteriana, além disso, direciona o grau de partição do peptídeo na camada lipídica 
(Mojsoska e Jenssen, 2015). O aumento de hidrofobicidade, esta diretamente relacionada com 
a perda de especificidade antibacteriana, o que resulta em um alta taxa de toxicidade em 
relação às células de mamíferos (Mojsoska e Jenssen, 2015). Yin e colaboradores (2012), 
mostraram que a substituição de quadro resíduos de alanina por quatro resíduos de leucina, 
induziu uma maior atividade hemolítica do peptídeos modelo (Yin et al., 2012). Os análogos 
de magainina-2 com hidrofobicidade variável, também foram usados para demostrar que 
pequenas mudanças na hidrofobicidade podem influenciar drasticamente e influenciar a 
atividade de ligação e permeabilização em membranas (Wieprecht et al., 1997). O efeito na 
hidrofobicidade de PAMs foi ainda demostrado usando uma série de peptídeos construídos 
com repetições de lisina e triptofano. A adição de uma série de repetições destes dois resíduos 
resultou em aumento paralelo tanto da hidrofobicidade, quanto atividade antimicrobiana. No 
entanto, quando cinco unidades repetidas estavam presentes na estrutura (Lys, Trp)5, um 
aumento desfavorável no perfil hemolítico (aumento da toxicidade) e diminuição da atividade 
antimicrobiana foi causada devido à auto-agregação (Gopal et al., 2013). Em conclusão, a 
hidrofobicidade de uma sequência específica no desenvolvimento de um novo peptídeo 
antimicrobiano deve ser desafiada, mas não exagerada. 
 
Anfipaticidade 
 A anfipaticidade dos peptídeos antimicrobianos reflete a abundância e a polarização 
dos domínios hidrofóbicos e hidrofílicos. Os peptídeos catiônicos naturais, além de 
apresentarem uma carga líquida variável, pode ser composto por cerca de 50% de resíduos 
hidrofóbicos, que contribuem para o reconhecimento e interferência com a barreira da 
membrana citoplasmática, ou absorção auto promovida através de membranas celulares 
(Mojsoska e Jenssen, 2015). As cargas catiônicas e os grupos hidrofóbicos acabam se 
agregando em estruturas anfifílicas. Uma medida usada para quantificar a anfipaticidade, é o 
momento hidrofóbico, que se aplica a peptídeos em conformação de α-hélice, sendo usada 
como um descritor do papel da anfipaticidade para a atividade antimicrobiana dos peptídeos 
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(Eisenberg, 1984). A importância da anfifilicidade em peptídeos ainda pode ser controversa, 
uma vez que diferentes grupos de pesquisa relatam contribuições positivas e negativas, como 
o aumento de atividade antimicrobiana e o aumento da atividade hemolítica, respectivamente 
(Pathak et al., 1995; Fernandez-Vidal et al., 2007; Thaker et al., 2013). Um estudo recente, 
demonstrou que a anfipaticidade pode ser um determinante para a atividade biológica de uma 
pequena biblioteca de hexapeptídeos lineares e cíclicos ricos em arginina e triptofano, nesse 
estudo, o posicionamento ideal dos agrupamentos hidrofóbicos pareciam determinar a 
atividade antimicrobiana e seletividade dos peptídeos (Wessolowski et al., 2004). Em outro 
estudo utilizando estruturas híbridas de cecropina A e melitina, demonstrou uma maior 
anfifilicidade e helicidade, correlacionando-se com alta atividade antibacteriana e baixa 
toxicidade contra células de mamíferos (Andreu et al., 1992). A anfipaticidade nos peptídeos 
antimicrobianos em conformações de folha-β pode ser caracterizada pelo número de folhas-β 
organizadas por dois domínios distintos, polares e não polares. As cadeias de β-peptídeos são 
normalmente estabilizadas através de pontes dissulfeto ou ciclização, o que proporciona uma 
alta rigidez conformacional em solução aquosa (Mojsoska e Jenssen, 2015). Os domínios 
polares e não polares em folhas-β permitem que os PAMs interajam com sucesso com 
membranas alvo, uma vez associadas à membrana, a natureza anfipática permite a interrupção 
da membrana através da formação de canais transmembranares (Yeaman e Yount, 2003).  
  
Mecanismo de ação de PAMs 
 O mecanismo molecular de permeabilização e disrupção de membrana por PAMs 
dependem de vários fatores, tais como sequência de aminoácidos, composição de lipídeos da 
membrana e concentração dos peptídeos. Atualmente, a demonstração de experimentos 
relacionados a interação de peptídeos catiônicos se da principalmente com sistemas de 
membranas modelo. Alguns estudos também demonstraram essa interação em células 
microbianas inteiras, com utilização de corantes sensíveis e fluorescentes utilizados na 
marcação de peptídeos. Esses estudos indicam que todos os PAMs interagem com 
membranas, sendo divididos em duas classes de mecanismos de ação: 1) mecanismos de 
rupturas de membrana (barril formador de poros, carpete e agregação micelar) (Figura 5 e 2) 
mecanismos não disruptivos de membranas (alvos intracelulares) (Powers e Hancock, 2003). 
Vários modelos para explicar a permeabilização de membranas por PAMs foram propostos, 




Figura 6. Mecanismo de ação propostos para peptídeos antimicrobianos através de formação de canais. 
 
 Membranas de bactérias são carregadas negativamente dependendo do ambiente onde 
se encontra podendo variar de acordo com o pH, elas carregam os principais grupos de 
lipídeos, tais como fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) ou fosfatidilserina (PS). As 
membranas de mamíferos ao contrário, podem ser enriquecidas de fosfolipídios zwiteriônicos 
(carga líquida neutra) como fosfatidiletolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) e esfingomielina 
(SM) (Yeaman e Yount, 2003). Além desses lipídeos, a presença do colesterol que pode ser 
um dos principais constituintes das membranas celulares de mamíferos, podem reduzir a 
atividade de PAMs estabilizando a bicamada, ou algumas vezes interagindo diretamente com 
esses PAMs, neutralizando sua atividade (Matsuzaki, 1999). A composição da membrana 
pode ser determinante para que os PAMs tenham seletividade pra seus alvos microbianos. 
 A aproximação do peptídeo com uma célula bacteriana ocorre inicialmente  através de 
interações eletrostáticas entro um peptídeo catiônico e o lipopolissacarídeo aniônico, sendo 
esses um dos maiores componentes de membrana de uma bactéria gram-negativa, eles podem 
ser estabilizados por interações entre cátions divalentes tais como, Mg2+ e Ca2+ (Hancock e 
Chapple, 1999). A remoção desses íons, ou o seu deslocamento causado por PAMs, facilita a 
formação de pontos de instabilidade na membrana, permitindo com que os PAMs se insiram 
na membrana externa das bactérias, causando um efeito disruptivo que culmina no vazamento 
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do conteúdo celular (Hancock, 1997). Essa interação pode ser essencial para a atividade de 
PAMs e muitos mecanismos de ação diferentes foram sugeridos (Jenssen et al., 2006). Esses 
incluem a formação de poros através de “Barril formador de poros” ou “poro toroidal bem 
como os mecanismos de “carpete” com base em propriedades de ligação tipo detergente 
(Nguyen et al., 2011). 
 O modelo de barril formador de poros foi descrito pela primeira vez na década de 70 
(Ehrenstein e Lecar, 1977). De acordo com esse modelo, um número variável de moléculas de 
peptídeos pode ficar dispostas de maneira a formar um poro ou um canal semelhante a um 
barril. Nesse mecanismo, as superfícies hidrofóbicas dos peptídeos interagem com as cadeias 
acil do lipídeos da membrana gerando um poro aquoso constituído de alguns peptídeos 
(Ehrenstein e Lecar, 1977). Um momento crucial nesse modelo, é que os peptídeos devem 
reconhecer uns aos outros na membrana carregada negativamente das bactérias, uma vez que 
pode ser energeticamente desfavorável para um único peptídeo atravessar a membrana, sendo 
assim, agregados podem ser formados por eles na superfície bacteriana até atingir uma 
concentração limiar, em seguida, os PAMs se inserem no núcleo hidrofóbico da membrana, 
forçando os grupos polares dos fosfolipídios para os lados induzindo uma desestabilização 
local (Yeaman e Yount, 2003). Esse evento se segue através de um recrutamento de mais 
moléculas de peptídeos em torno do canal, levando a um aumento no tamanho dos poros, 
matando o microrganismo por extravasamento dos componentes intracelulares (Pasupuleti et 
al., 2012). Esse tipo de processo de formação de poros, exige propriedades peptídicas 
específicas em termos de helicidade, tamanho e anfifílicidade, tornando esse mecanismo 
menos frequente (Pasupuleti et al., 2012). Os poros do tipo barril só foram demonstrados 
experimentalmente para alguns peptídeos como a alameticina (Qian et al., 2008; Mihajlovic e 
Lazaridis, 2010). Embora ele seja demonstrado com frequência como modelo para poros 
transmembranares induzidos por peptídeos, ele só pode ser aplicado a um grupo muito 
pequeno de PAMs (Pasupuleti et al., 2012). 
 Ao contrário dos poros do tipo barril, os poros toroidais podem ser formados por uma 
gama de peptídeos. Assim como no mecanismo de barril, na formação de poros toroidais, os 
peptídeos adsorvem paralelamente à superfície da membrana (Melo et al., 2009). Assim que 
certa concentração é alcançada, os peptídeos se inserem na membrana, induzindo uma tensão 
de curvatura na membrana, resultando em uma abertura chamado de poro toroidal. Ao 
aumentar ainda mais a concentração de peptídeos, ou simultaneamente com a formação de 
poros toroidais, um desequilíbrio de potencial químico em toda a bicamada acontece, devido a 
adsorção de peptídeos no camada externa, resultando na translocação dos peptídeos através da 
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membrana para a camada interna, que pode ocorrer através de poros toroidais transitórios, ou 
sem formação de poros (Pokorny e Almeida, 2004). Além disso, a adsorção de peptídeos na 
região polar dos fosfolipídios, provoca uma expansão lateral da membrana lipídica, 
permitindo o relaxamento das cadeias de alquilo, resultando na desestabilização, facilitando a 
ruptura (Mecke et al., 2005). 
 O modelo de mecanismo de ação denominado ”carpete” é um dos modelos mais 
citado quando se fala de peptídeos antimicrobianos que causam ruptura de membrana 
(Fernandez et al., 2012). Nele, um acúmulo de peptídeos ocorre na superfície da membrana 
principalmente devido a interações eletrostáticas (Shai e Oren, 2001). Quando esse acúmulo 
de peptídeos atinge altos níveis de concentração, ocorre alterações na fluidez da membrana 
e/ou reduções das propriedades desta membrana e ela torna-se mais permeável a tais 
peptídeos (Wimley e Hristova, 2011). Porém, alguns peptídeos foram relatados como capazes 
de atravessar a bicamada lipídica sem causar qualquer tipo de dano, tendo como alvo os 
componentes intracelulares por bloqueio da atividade enzimática ou inibição da síntese de 
proteínas e de ácidos nucléicos (Nguyen et al., 2011; Di Luca et al., 2014). Estes mecanismos 
intracelulares podem ser aumentados pela cationicidade dos PAMs anteriormente 
mencionadas, causando uma interação entre a carga global positiva e com os grupos 
carregados negativamente de ácidos nucléicos, lipídeos de membrana e de fosfoproteínas (Da 
Costa et al., 2015).  
 Em termos gerais, os mecanismos de morte celular podem ser associados à disfunção 
da membrana, ou inibição de funções intracelulares, e ainda à inibição de eventos de síntese 
de biopolímeros extracelulares (Yeaman e Yount, 2003). O evento de disfunção da membrana 
pode ser baseado no fato de que a barreira citoplasmática provavelmente pode ser a chave da 
mediação de muitas funções celulares essenciais, tais como a permeabilidade seletiva, energia 
celular e motilidade (Radhakrishnan et al., 2010). Portanto, conceitualmente, o dano na 
membrana celular, pode interferir em um ou mais desses processo, levando à morte celular de 
modo direto ou indireto (Yeaman e Yount, 2003). A inibição da síntese de biopolímeros pode 
também resultar em morte celular. Por exemplo, a biossíntese dos peptideoglicanos parece ser 
essencial para a manutenção da integridade celular e também sua função (Vollmer e Bertsche, 
2008). Por conseguinte, qualquer perturbação que venha a ser causada na célula pode 
culminar na morte desta. Por fim, foi demonstrado que a interrupção de quaisquer processos 
intracelulares pode levar a uma morte celular (Xiong et al., 2002). 
 Em última análise, essas observações sugerem que a morte celular por indução de 
peptídeos antimicrobianos pode ocorrer devido a múltiplos mecanismos de ação ou então de 
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eventos únicos. Simultaneamente, mesmo atuantes sobre as mesmas espécies microbianas, 
diferentes mecanismos podem prevalecer sobre os outros, dependendo de vários fatores que 
podem variar desde as definições ambientais, a fase de crescimento e a presença de respostas 
imunes (Choi e Lee, 2012a; b). Embora estes modelos contribuam grandemente para um 
melhor entendimento dos mecanismos de ação dos PAMs, a organização molecular de como 
ocorre de fato esse rompimento da membrana celular ainda não se encontra compreendida 
(Wimley e Hristova, 2011). Portanto, as correlações entre sequência-estrutura-atividade 
continuam a ser um desafio a ser desvendado, e, subsequentemente, o mesmo acontece com o 
desenho de novos PAMs. 
 
Peptídeos antimicrobianos do tipo catelicidinas 
 Em meio a inúmeras classes de antimicrobianos, uma das mais conhecidas são as 
chamadas catelicidinas (Tabela 1). As catelicidinas, juntamente com as defensinas, pertencem 
ao grande grupo de peptídeos catiônicos com propriedades anfipáticas e representam a 
principal parte do sistema imunológico em muitos vertebrados, incluindo humanos (Bals e 
Wilson, 2003). Muitos PAMs podem ser armazenados em grânulos de neutrófilos e 
macrófagos. Eles fazem parte da atividade independente de oxigênio contra agentes 
patogênicos. As catelicidinas podem ser peptídeos pequenos que receberam esse nome devido 
ao seu domínio catelina conservado. A primeira catelicidina encontrada foi descrita no inseto 
Hyalophoracecropia, após um estudo sobre seu sistema imunológico realizado durante 10 
anos (Hultmark et al., 1980). Outro membro muito conhecido da família das catelicidinas 
consiste na magainina, isolada da pele do sapo X. leavis, em 1987 (Zasloff, 1987). Em 
mamíferos, as primeiras catelicidinas pareciam muito ser bactenicinas, isoladas no final dos 
anos 80 de neutrófilos bovinos, que foram nomeadas Bac5 e 7 (Gennaro et al., 1989; 
Kosciuczuk et al., 2012). Entretanto, alguns autores sugerem que a primeira catelicidina de 
mamíferos foi isolada de uma espécie de coelho e nomeada CAP18 (Hirata et al., 1990). Até 
agora, várias catelicidinas foram identificadas em diversas espécies: bovinos (Gennaro et al., 
1989), búfalos (Das et al., 2006), cavalos (Scocchi et al., 1999), porcos (Kokryakov et al., 
1993), ovelhas (Brogden et al., 2001), cabras (Shamova et al., 1999), veados (Fernandez De 
Mera et al., 2008), galinhas (Xiao et al., 2006) e algumas espécies de peixes (Uzzell et al., 
2003; Durr et al., 2006), enquanto apenas peptídeos individuais foram encontrados em seres 
humanos (Bals et al., 2001; Zhao et al., 2001), macacos Rhesus (Bals et al., 2001), 
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camundongos (Gallo et al., 1997), ratos (Termen et al., 2003) e suínos guinés (Nagaoka et al., 
1997).  
Recentemente, a primeira catelicidina isolada a partir da peçonha da serpente 
Bungarus fasciatus (Wang et al., 2008) foi descrita. As catelicidinas consistem em um grupo 
de peptídeos antimicrobianos que apresentam uma grande variação de sequência de 
aminoácidos (A.A), estrutura e tamanho. Elas podem ser armazenadas nos grânulos de 
secreção de neutrófilos e macrófagos como precursores inativos (pré-propeptídeos) e podem 
ser libertadas extracelularmente após a ativação de leucócitos como peptídeos maduros, após 
serem clivados por elastases de neutrófilos (Treffers et al., 2005). Posteriormente, a sua 
expressão também foi encontrada em células não mielóides, como por exemplo, células 
epiteliais (Zanetti, 2005). Catelicidinas contem dois domínios funcionais, devendo o nome 
dessa classe de peptídeos, à presença da região com uma alta homologia para região catelina, 
o inibidor de catepsina L. O domínio catelina demonstra uma homologia interespecífica 
quando analisada sua sequência de A.A, e, por outro lado, o domínio antimicrobiano, 
localizado no C-terminal, demonstra uma ampla diversidade tanto intraespecífica quanto 
interespecífica (Bals e Wilson, 2003; Zanetti, 2005). Os domínios C-terminais em algumas 
catelicidinas possuem conformações α-helicoidais, em outros beta-hairpininas e alguns 
peptídeos podem ser ricos em prolina/arginina, com o peptídeo maduro variando em tamanho 
de 12 a 80, ou mais resíduos de aminoácidos (Zanetti et al., 1995). 
A família das catelicidinas é composta por cinco grupos de peptídeos, sendo eles: (1) 
dodecapeptídeos cíclicos com uma ligação dissulfeto, (2) protegrinas com duas ligações 
dissulfeto, (3) peptídeos com estruturas helicoidais como a catelicidina humana hCAP18; (4) 
peptídeos com um alto número de resíduos de triptofano como as indolicidinas e peptídeos 
contendo um alto número de resíduos de prolina e arginina; e (5) peptídeos curtos com 
repetições em ”tandem", tais como as bactenecinas (Tomasinsig e Zanetti, 2005; Zanetti, 
2005). Todas as catelicidinas são codificadas por genes que são constituídos por quatro éxons. 
O primeiro éxon consiste na sequência que codifica o peptídeo sinal (prépeptídeo) de 29-30 
resíduos de aminoácidos, enquanto os éxons 2 e 2 codificam o domínio catelina (própeptídeo) 
de 99-114 resíduos de aminoácidos (Kosciuczuk et al., 2012). O éxon 4 codifica o peptídeo 
maduro, com o domínio antimicrobiano composto de 12-100 resíduos (Kosciuczuk et al., 
2012).  
 Catelicidinas maduras geralmente exibem atividade antimicrobiana contra uma gama 
de espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Certas catelicidinas podem ser 
eficazes também para eliminar isolados clínicos de S. aureus, Enterococcus faecalis, ou P. 
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aeruginosa que podem ser resistentes ao tratamento com antimicrobianos convencionais 
(Zanetti et al., 2002). As catelicidinas também demonstram atividade inibidora contra certos 
fungos (por exemplo, C. albicans), parasitas (por exemplo o Crypto sporidium parvum) ou 
vírus com envelope (por exemplo o vírus da imunodeficiência humana-HIV). Acredita-se que 
o mecanismo de morte, na maioria dos casos, envolve intercolação e montagem dos peptídeos 
dentro da membrana bacteriana para romper a integridade da membrana (Oren et al., 1999), 
embora certas catelicidinas, tais como a porcina RP-39, atinjam alvos intracelulares para 




Tabela 1. Catelicidinas, sua função e sítio de expressão em algumas espécies de animais de diferentes classes. 
Nome do Gene Nome do peptídeo Sitio de expressão Função Autoria 
Número 
de acesso 
Búfalo (Buballus bubalis) 
CATH Catelicidina Trato reprodutor feminino Informação ausente 
(Das et al., 
2006) 
Q0MX34 
Serpente (Bungarus fasciatus) 
 
Catelicidina-BF 
Glândulas de peçonha, estômago, 
pele, músculos, coração, pulmões, 
rins, cérebro, fígado e ovários 
Potente peptídeo antimicrobiano 
contra alguma bactérias Gram-









antimicrobiano BMAP28) Grandes grânulos dos neutrófilos 
Antimicrobiano contra bactérias 





Bode (Capra hircus) 
ATHL2 Bactenecin-5 
Leucócitos 
Potente atividade antimicrobiana 
contra bactérias Gram-negativas: 







Porco da índia (Cavia porcellus)   
CAP11 
Polipeptídeo antimicrobiano 
catiônico de neutrófilos 






Veado (Cervus elaphus hispanicus) 
 
Bactenecina 
Neutrófilos e medula óssea 





De Mera et 
al., 2008) 
A8QJ91 
Cavalo (Equus caballus) 
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eCATH-1 




Frango (Gallus gallus domesticus) 
CATHL3 




Humanos (Homo sapiens) 
LL-37 Peptídeo antimicrobiano LL-37 
Medula óssea Atividade antimicrobiana 
(Gudmund




Primata (Macaca mulatta) 
CAMP (CAP18, 
FALL39) 
Peptídeo antimicrobiano catelicidina 
(CAP-18, rhCAP-18) 
Epitélio de vários órgãos do trato 



















Atividade contra bactérias Gram-




Coelhos (Oryctolagus cuniculus) 




Ovelha (Ovis avies) 
CATHL3 (BAC7) 
Catelicidina-3 (Bactenecin-7) 





Suíno (Sus scrofa domestica) 
PMAP23 Peptídeo antimicrobiano PMAP-23 Medula óssea e fígado 
Atividade contra bactérias Gram-




A função das catelicidinas não está limitada unicamente à ação antimicrobiana mas 
estende-se a outros aspectos da imunidade e reparação de tecidos (Nizet e Gallo, 2003). A PR-
39 isolada de suínos promove a cicatrização de feridas na pele, estimulando a produção de 
angiogênese (Gallo et al., 2002). A LL-37 se liga e neutraliza o lipopolissacarídeo bacteriano 
(LPS), prevenindo a indução de mediadores inflamatórios a partir de monócitos e células 
endoteliais e inibe o desenvolvimento de endotoxemia letal in vivo (Sawa et al., 1998; Ciornei 
et al., 2003). A LL-37 também pode influenciar a reparação de feridas e tem sido 
demonstrado que possuem efeitos adicionais relevantes sobre o hospedeiro para a defesa 
imunológica. A catelicidina humana regula positivamente a expressão de genes epiteliais de 
quimiocinas e seus receptores (Scott, M. G. et al., 2002), e a própria ainda atua como um 
quimioatraente para os neutrófilos, monócitos, linfócitos T e mastócitos (Niyonsaba et al., 
2002). 
Desta forma, a LL-37 atua na orientação da resposta imune do hospedeiro através do 
recrutamento de leucócitos para o local da infecção (Scott, M. G. et al., 2002). A morte 
microbiana pode ser efetuada, assim, por fagocitose e amplificada por uma produção robusta 
de catelicidinas adicionais pelos neutrófilos ativados (Turner et al., 1998) e mastócitos (Di 
Nardo et al., 2003). Pelo fato das catelicidinas serem amplamente distribuídas dentro da pele e 
tecidos epiteliais da mucosa, bem como das secreções, tais como saliva e suor (Murakami et 
al., 2002), elas estão idealmente situadas para servir a um papel de sentinelas multifuncionais 
efetores da imunidade inata. 
Por possuírem ação pró-inflamatória significativa, bem como propriedades 
antimicrobianas, as catelicidinas representam um papel importante para o hospedeiro na 
regulação e produção de uma resposta apropriada a estímulos (Nizet e Gallo, 2003). Por 
exemplo, a produção de catelicidina basal pode ser muito baixa em queratinócitos de pele 
normal, mas pode ser drasticamente aumentada em resposta a ferimentos ou desafios com o 
agente patogênico bacteriano Streptococcus pyogenes (Dorschner et al., 2001). A produção de 
catelicidinas em células mielóides podem ser similarmente induzidas em resposta a LPS e 
infecção bacteriana (Tomasinsig et al., 2002). Recentemente, a função do pró-domínio 
altamente conservado foi esclarecida em experiências com catelina humana recombinante 
(Nizet e Gallo, 2003). Essa molécula foi demonstrada com um funcionamento de inibidor de 
protease de cisteína e por possuir uma atividade antimicrobiana independente que 
provavelmente é complementar a LL-37 (Zaiou et al., 2003). As porções de catelina podem, 
simultaneamente, atuar para potenciar a morte bacteriana enquanto limita a injúria tecidual 
causada por microrganismos e proteases derivadas de neutrófilos (Nizet e Gallo, 2003). Por 
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fim, a regulação adicional da resposta inflamatória pode ser fornecida por efeitos citotóxicos 
ou pro-apoptóticos das catelicidinas sobre a proliferação dos linfócitos (Risso et al., 1998). 
 
Catelicidinas de répteis 
Como dito anteriormente, catelicidinas vem sendo encontradas em diversos 
vertebrados, tais como peixes, aves e mamíferos. Entretanto, até o ano de 2008, nenhuma 
catelicidina havia sido descoberta em répteis. A primeira catelicidina descoberta em répteis 
foi encontrada na peçonha de uma serpente da china da espécie B. fasciatus (Wang et al., 
2008). Essa catelicidina foi isolada e caracterizada por Wang e colaboradores (Wang et al., 
2008), a partir de uma série de cromatografias com colunas Sephadex G-50 de gel filtração e 
CM-Sephadex C-25 de troca catiônica, seguida por RP-HPLC. O peptídeo isolado foi 
denominado de catelicidina-BF, possuindo uma massa de 3637.5 Da (Wang et al., 2008). A 
catelicidina-BF possui 30 resíduos de aminoácidos e um ponto isoelétrico (PI) de 11.79. Além 
disso, diferentemente de outras catelicidinas, esta contém um domínio acídico entre o domínio 
catelina e o peptídeo catelicidina no precursor –BF (Wang et al., 2008). Curiosamente, a 
catelicidina-BF aponta uma relação evolutiva com a catelicidina descrita em ornitorrinco, 
podendo indicar provas de características reptilianas no ornitorrinco (Wang et al., 2008). 
Espectros de dicroísmo circular e RMN demostraram uma conformação de alfa hélice dessa 
catelicidina, demonstrando assim uma característica conservada em vários peptídeos que se 
ligam à membrana bacteriana. Sendo assim, esse peptídeo foi testado contra mais de 40 cepas 
de microrganismos onde, em 15 delas, foi vista uma atividade antimicrobiana com valores 
menores que 0,6 μM, indicando uma atividade bactericida, sobretudo sobre bactérias Gram-
negativas com concentração inibitória mínima (MIC) de 2,3 μg.mL-1, sendo muito menor que 
o controle representado pela ampicilina que apresentou valor de 13 μg.mL-1. Além disso, 
testes hemolíticos demonstraram que essa catelicidina apresentou hemólise a 400 μg.mL-1 em 
hemácias humanas, entretanto na mesma concentração em testes com células RAW 264.7 não 
foi observada nenhuma citotoxicidade (Wang et al., 2008). 
Mais recentemente, Wei e colaboradores isolaram uma nova catelicidina de uma 
serpente marinha da espécie Hydrophis cyanocinctus (Wei et al., 2015). Essa nova 
catelicidina denominada Hc-CATH também possui 30 resíduos de aminoácidos, assim como a 
BF, e também apresenta uma estrutura em alfa-hélice (Wei et al., 2015). Hc-CATH 
demonstrou uma baixa citotoxicidade para células de mamíferos e sua atividade em bactérias 
ocorre por ruptura da membrana celular e lise bacteriana (Wei et al., 2015). Em adição, essa 
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catelicidina exibiu uma potente atividade anti-inflamatória, inibindo a produção de óxido 
nítrico (NO) induzida por LPS, assim como de citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, 
IL-1 e IL-6. A Hc-CATH se liga diretamente ao LPS neutralizando sua toxicidade além de se 
ligar aos receptores Toll-Like 4 (complexo TLR4/MD2) que, por sua vez, inibe a ligação do 
LPS ao TLR4/MD2, inibindo assim a ativação subsequente de vias de resposta inflamatórias 
induzidas pelo LPS (Wei et al., 2015). Este estudo demonstra que a Hc-CATH, a primeira 
catelicidina de serpente marinha, apresenta atividade tanto antimicrobiana quanto anti-
inflamatória, sendo um potente candidato para o desenvolvimento de antimicrobianos 
peptídicos (Wei et al., 2015). 
Por fim, Falcao e colaboradores (2014) identificaram a partir de bibliotecas de cDNA 
de glândulas de peçonha de quatro pitvipers (B. atrox, B. lutzi, C. durissus terrificus e L. muta 
rhombeata), além de um elapídeo (Pseudonaja textilis), diversos peptídeos antimicrobianos 
nomeados respectivamente, batroxicidina, lutzicidina, crotalicidina, lachesicidina, 
Pt_CRAMP1a e Pt_CRAMP2a. Todas as espécies foram clonadas e sequenciadas, possuindo 
sequências variando de 570-585 nucleotídeos, codificados para peptídeos entre 189-194 
resíduos de aminoácidos. Assim como outras catelicidinas de peçonhas de serpente, as 
estruturas primárias de todos os peptídeos apresentam um peptídeo sinal previsto (cerca de 20 
AA), seguido pelo domínio catelina altamente conservado e dobrado por duas pontes 
dissulfeto, e uma região C-terminal com uma sequência dinâmica (Falcao et al., 2014). Essa 
região C-terminal dos peptídeos consiste em uma fração aniônica variável (25-27 resíduos, 
ricos em Glu), seguida por uma sessão final de 34 resíduos fortemente catiônica (rica em 
Lys/Arg) onde se encontra a atividade antimicrobiana. Três PAMs (Batroxicidina, 
Crotalicidina e Pt_CRAMP1a) foram escolhidos para síntese química e experimentos de 
validação, onde todos os três peptídeos apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de 
bactérias ATCC e isolados clínicos Gram-negativas e positivas. Além disso, os peptídeos 
Batroxicidina e Crotalicidina demonstraram uma moderada toxicidade contra eritrócitos. 
Falcao e colaboradores demostraram ainda que parte do peptídeo Crotalicidina, sua porção C-
terminal denominada Ctn [15-34], possuía intensa ação antimicrobiana. Em contrapartida sua 
porção N-terminal Ctn [1-14] não demostrou nenhuma atividade antimicrobiana em sua 
concentração máxima de 128 μg.mL-1, e baixa toxicidade. Além disso, foi demostrado por 
ressonância magnética nuclear que a porção ativa (Ctn [15-34]) possuía uma conformação 
predominantemente de α-hélice (Falcao et al., 2015). 
Sendo assim, baseados nas recém descobertas dos peptídeos acima listados, o presente 
estudo vem demostrar, além da ação antimicrobiana dos peptídeos batroxicidina e 
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crotalicidina contra bactérias de isolados clínicos, sua ação imunomodulatória contra células 
Raw 264.7. Foi utilizado também nesse estudo, o peptídeo Ctn [15-34] como modelo de 
estudo funcional de uma região própeptídica mimética ligada a região N-terminal.  Por fim, 
tais peptídeos (batroxicidina e crotalicidina) foram utilizado como modelo para o desenho 
racional de novos PAMs (BotrAMP14 e CrotAMP14). 
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Objetivos 
 Análise antimicrobiana, imunomodulatória, estrutural e biofísica das catelicidinas 
batroxicidina e crotalicidina oriundas das peçonhas das espécies de serpentes Botrops atrox e 
Crotallus durissus terrificus, bem como avaliação de seus derivados Ctn [15-34], E10-Ctn [15-
34] e GS4-Ctn [15-34], além dos desenvolvidos racionalmente BotrAMP14 e CrotAMP14. 
 
Objetivos específicos 
 Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos peptídeos acima citados contra 
diversas linhagens de bactérias ATCC, assim como contra isolados clínicos 
multirresistentes; 
 Avaliar a atividade imunoimonulatória in vitro dos peptídeos batroxicidina e 
crotalicidina através da dosagem de mediadores inflamatórios e 
antiinflamatórios; 
 Avaliar a toxicidade dos peptídeos Ctn [15-34], E10-Ctn [15-34], GS4-Ctn [15-
34], BotrAMP14 e CrotAMP14 contra células de linhagens de adenocarcinoma 
do cólon humano (Caco-2), bem como larvas do lepidóptero Galleria 
mellonella; 
 Analisar a ação dos peptídeos BotrAMP14 e CrotAMP14 através de 
microscopia eletrônica de varredura (MEV) contra células de E.coli ATCC 
25922; 
 Avaliar in silico peptídeos Ctn [15-34], E10-Ctn [15-34], GS4-Ctn [15-34], 
BotrAMP14 e CrotAMP14 através de modelagens e dinâmicas moleculares; 
assim como sua estrutura através de dicroísmo circular; 
 Analisar a ação dos peptídeos Ctn [15-34], E10-Ctn [15-34] e GS4-Ctn [15-34] 
contra membranas lipídicas miméticas de DOPC/DOPG através da adsorção e 
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 Hospital infections allied to bacterial resistance to antibiotics have become a major 
worldwide problem. In this context, antimicrobial peptides (AMPs) are presented as an 
alternative in the control of these resistant organisms. Besides antimicrobial effects, these 
molecules play a crucial role in immunity by acting as immunomodulators. These peptides 
can activate inflammatory cells to produce pro- and anti-inflammatory mediators. In this study 
we will show the activity against multi-drug resistant bacteria (MDRB) of two cathelicidins 
from South American pit vipers Bothrops atrox and Crotalus durissus terrificus, named 
batroxicidin and crotalicidin. It was observed that both peptides showed activity against 
MDRB and presented no hemolytic or cytotoxic activity. In addition, the ability of peptides to 
modulate the production of cytokines TNF-α, IL-10 and IL-6 was analyzed using Raw 264.7 
cells in the presence of IFN-γ stimuli, and multi-resistant E. coli and K. pneumoniae antigens. 
An up-expression or down-expression of TNF-α, as well as the IL-10 mediator, was observed. 
The cytokine IL-6, on the other hand, presented only a down-regulation for Raw 264.7 cell 
groups. In conclusion, the results demonstrate that both peptides presented a predominantly 
proinflammatory characteristic to the inflammatory mediators dosed. Overall, even presenting 
a proinflammatory characteristic, these peptides are still promising for future research and 
development of new potential antimicrobial molecules. 
 





1. Introduction  
 Nosocomial infections have become one of the most common complications seen in 
hospitalized patients, increasing mortality and morbidity rates [1]. Concomitantly with 
nosocomial infections, the incidence of microorganisms resistant to conventional antibiotics 
has been shown to be an aggravating factor. In this context, where conventional antibiotics are 
becoming limited against resistant microorganisms, antimicrobial peptides (AMPs) represent 
an alternative for pathogen control. Antimicrobial peptides are short organic molecules (2-50 
amino acids residues), which compose the innate immune system [2, 3]. Moreover, AMPs 
may also have immunomodulatory activity, which is complex and includes anti-infective 
immune modulation, such as the induction of cytokines and chemokines [4]. 
 New approaches to treat infection like AMPs can involve the immunology system 
induction, to act against pathogens. The innate immunity can be responsible for preventing the 
host to succumb to infection, when it considers the frequent exposal to pathogens [5]. When 
stimulate the immune system to induce the production of chemokines, a regulation in the 
production of proinflammatory cytokines for the promotion of wound healing is one way in 
which infections can be controlled [5]. Since such a process has no direct action on pathogens, 
the chances of developing resistance are considered low [5]. In this context, several AMPs or 
host defense peptides demonstrated the ability to activate the host immune system.  
 Among the several AMP classes and host defense peptides, the cathelicidin-related 
antimicrobial peptides (CRAMPs) have been widely studied [6]. CRAMPs from several 
animals, such as pit vipers, present antimicrobial activity [7, 8]. Recently, two vipericidins 
named batroxicidin and crotalicidin [9], isolated from South America pit vipers Bothrops 
atrox and Crotalus durissus terrificus, demonstrated pronounced antimicrobial activity 
against several bacteria and presented a low hemolysis rate. Moreover, no incidences of 
immunomodulatory activity have been described for either of them. In addition to a 
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description of activity against multi-drug resistant bacteria (MDRB), this work shed some 
light on the immunomodulatory effects of two vipericidins, using heat-killed antigens from 
MDRB in Raw 264.7 cell line. 
 
2. Material and methods 
 2.1. Peptide Purity Determination 
 The peptides batroxicidin (KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-
NH2) and crotalicidin (KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH2) used in 
this study were purchased from Aminotech Ltda (São Paulo, Brazil) (>95% of purity). The 
mass and sequence of the peptides were confirmed by Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization – Time of Flight (MALDI-ToF) on mass spectrometer Autoflex Speed (Bruker 
Daltonics) [10]. The synthetic peptides’ concentrations were determined using measurements 
of UV-spectroscopy at 205, 215 and 225 wavelength [11].  
 
 2.2. In vitro antimicrobial assays 
 Primarily, the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal 
concentration (MBC) for the American Type Culture Collection (ATCC) bacteria, K. 
pneumoniae 13883, P. aeruginosa 27853, E. coli 25922 and S. aureus 25923, besides the 
clinically isolated MDRBs, K. pneumoniae 1445333, K. pneumoniae 1410503, E. coli 
2101123 and E. coli 1812446 were established. All strains were grown in Mueller-Hinton 
(Himedia) broth overnight at 37 °C. Minimum inhibitory concentration (MIC) measurements 
were performed using 5x105 CFU per mL-1 and serial dilution series of the peptides 
batroxicidin and crotalicidin starting at 30,8 μM, in a final volume of 200 μL. Following 
established protocols the MIC was determined after 24 h of incubation at 37 °C, and was 
taken to be the lowest peptide concentration with total inhibition of bacterial growth, as 
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assessed by absorbance measurements in a polystyrene 96 well plates at 600 nm using a 
microplate reader (Bio-Tek PowerWave HT, EUA). Bacteria in MH broth containing the 
antibiotics (gentamicin and imipenem at 1 mg.mL-1) were used as negative and positive 
control respectively. Minimal bactericidal concentrations (MBCs) were determined by plating 
out 10 μl of the content on MH agar plates of the wells where no bacterial growth was 
observed. MBC was recorded as the lowest concentration at which no colonies were observed 
after 24 h incubation at 37 °C. In each case, three technical and biological replicates were 
used. MIC measurements were performed based on National Committee for Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS). 
 
 2.3. Cell culture and experimental groups 
 In order to analyze the vipericidins’ immunomodulatory effects, Raw 264.7 cell 
lineage was obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ code 0212) [13]. Cell cultures 
were incubated (5x105 per well) in 96-well culture plates (200 μl of total volume), in 
supplemented minimum essential medium alpha medium (α-MEM) in a 5% [14] CO2 
incubator at 37 ºC and 95% humidity. During cell experiments, cultures were submitted to 
different stimuli, such as the peptides batroxicidin and crotalicidin (3.7 and 3.8 µM 
respectively), heat-killed (HK) from K. pneumoniae 1410503 and E. coli 1812446, with and 
without IFN-γ.  
 
 2.4. Preparation and testing of heat killed microbial antigens (HK) 
 Experimental groups determined for the cytotoxicity and immunomodulation 
experiments involved the use of stimuli with heat-killed antigens (HK) specific to the 
previously used microorganisms. The antigens were prepared from the same microorganisms 
used in the antimicrobial assays: K. pneumoniae 1410503 and E. coli 1812446, since these 
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showed a greater susceptibility to the tested AMP. The preparation of these microorganisms 
involved the collection of freshly picked colonies that were re-suspended in PBS buffer 
(separately) and quantified by O.D. with further counting in Neubauer's chamber (density 
1x105 UFC.mL-1) for the bacteria’s. Subsequently, they were heated at 120 °C for 50 min and 
subsequently stored at -20 °C [118, 119]. The death of these microorganisms was confirmed 
from inoculation of an aliquot of each sample in liquid medium and incubation for more than 
24 h. Antigens were tested prior to the cytotoxicity and immunomodulation assays. This test 
defined the concentration of antigen sufficient to stimulate the response of pre-osteoclast cells 
Raw 264.7 by analyzing nitrite production in the supernatant culture without promoting cell 
death. Thus, the concentration for cellular challenge of 1x106 UFC.mL-1 was defined. 
 
 2.5. Cell viability 
 In order to assess cell viability after, 24h, cell viability was assessed by the 
colorimetric MTT assay (Sigma-Aldrich, USA). The MTT is a colorimetric method based on 
the ability of live cells to reduce the yellow salt MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 
diphenyl tetrazolium bromide) to formazan 16]. After an incubation period, 155 µl of the 
supernatant was removed and 10 µl of MTT (mg.mL-1) per well was added to the plates. The 
plates were incubated for 3-4 h in 5% CO2 at 37 °C and 95% humidity. Further, 60 µl of 
dimethylsuldoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, USA) per well was added in order to block the 
reaction, followed by 595 nm absorbance reading (Bio-Tek Powerwave HT, USA). Cell 
viability was expressed as percentage, compared to positive control group, represented by 
100% live Raw cells [15].  
 
 2.6. Cytokine and nitric oxide production 
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 Nitrite production was evaluated in cell culture supernatant by Griess reaction, as 
described previously, with some adjustments [16]. The dosage of the inflammatory mediators 
in the Raw 264.7 cells, using only the IFN-γ and antigen stimuli (E. coli 1812446 and K. 
pneumoniae 1410503), was performed previously, aiming to observe the regular production of 
these mediators by the cells without the presence of the peptides under study. Cytokines 
produced from culture supernatants were assessed after 6h for MCP-1, 24 h for IL-6, TNF-α, 
GM-CSF and 72 h for IL-10 [17-19], by the enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) 
method, using the respective murine ELISA development kit (Peprotech, USA). Cytokines 
levels were expressed as picograms per milliliter (pg.mL-1).  
 
 2.7. Statistical analysis 
 Experimental groups were analyzed using three biological and technical replicates in 
96-well culture plates, and the data were presented as mean and error deviation (mean ± 
SEM). Before the analysis, the normality of the data was assessed by Kolmogorov-Smirnov 
test. An analysis of variance (one way ANOVA) was used for comparisons between the 
studied conditions. Additionally, a statistical post hoc Bonferroni test was applied. Statistical 
tests were performed in GraphPad Prisma 5.0 software (Instat California, USA), considering 
p<0.05. 
 
3. Results  
 3.1. Antimicrobial activity 
 MIC and MBC for the vipericidins were shown to be promising against ATCC 
bacteria, but most important against the MDRB, K. pneumoniae 1445333, K. pneumoniae 
1410503, E. coli 2101123 and E. coli 1812446. As demonstrated in Table 1 the crotalicidin 
peptide is more active against ATCC bacteria K. pneumoniae 13883 (0.9 μM) and E. coli 
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25922 (0.4 μM) than batroxicidin (1.8 μM both bacteria), but less active against P. aeruginosa 
27853 (3.8 and 1.8 μM). On the other hand the peptide batroxicidin was shown to be as active 
as crotalicidin against both clinical isolated K. pneumoniae and E. coli 2101123 presenting a 
MIC of 3.7 μM and 1.8 μM respectively. For the clinical isolate E. coli 1812446, batroxicidin 
demonstrated to be more active in relation to crotalicidin (0.9 and 3.8 μM). 
 




 3.2. Cell viability and inflammatory mediators 
 Cell viability and inflammatory mediators were analyzed in experimental situations, 
mimicking inflammatory/infectious conditions in the presence of vipericidins. Among several 
concentrations of peptides tested in the antimicrobial assays, the concentration of 3.7 and 3.8 
µM was chosen for cytotoxicity and immune response analyses, to represent the best scenario 
for MIC results against the different MDRB. In this way, peptide concentrations were 
equalized in order to compare their activities. Despite their antimicrobial activity, the peptides 
batroxicidin and crotalicidin by itself was not able to induce cytotoxicity after 24h on Raw 
264.7 cultures (Figure 1). However, after the inclusion of stimuli (HK- bacteria, IFN-γ), it’s 
possible to observe that some viability was lost by the cell culture (Figure 1).  
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Figure 1. Cytotoxicity of the peptides assessed by MTT for the several experimental situations after 24h. Cell 
viability represented metabolically-active cells related to the control group (non-treated macrophages). Statistical 
differences by one-way ANOVA test and Bonferroni post hoc (p<0.05) were represented by the bars. The 
experiment was conducted independently in technical and biological triplicates. Error bar represent standard 
deviation (SD). 
 
 3.3. Chemokine, proinflammatory cytokine and nitric oxide production 
 The vipericidins (batroxicidin and crotalicidin) effects, was measured after submitting 
Raw 264.7 cell culture to several stimuli such as IFN-γ and heat killed bacterial referent to E. 
coli 1812446 and K. pneumoniae 1410503. Analyzing the inflammatory mediators GM-CSF 
and MCP-1 production it was observed that both peptides did not change the Raw 264.7 cell 
culture behavior even when the cultures were HK and IFN-γ-stimulated (data not shown). As 
demonstrated in Figure 2A the batroxicidin was unable to stimulate the TNF-α production by 
itself. Nevertheless, crotalicidin stimulated a slight response in cells cultures (Figure 2A). 
When IFN-γ was included at the culture, the crotalicidin peptide promoted a down-regulation 
(42%) of TNF-α mediator, while batroxicidin did not (Figure 2B). Although, when cell 
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culture was exposed to HK-E. coli 1812446 antigen plus IFN-γ an up-regulation of TNF-α 
was measured for both peptides batroxicidin (91%) and crotalicidin (115%) (Figure 2D). In 
addition, the cell culture stimulated with Heat Killed of both microorganisms (E. coli 1812446 
and K. pneumoniae 1410503), the peptide batroxicidin again did not show any stimuli, while 
the crotalicidin peptide decrease the regulation of TNF-α mediator (52%) (Figure 2E).  
 In relation to IL-6 production, there was only a short down regulation in this cytokine 
in the presence of batroxicidin (24%), and no response in the presence of crotalicidin (Figure 
2G). Although, when the cell culture was treated with HK-K. pneumoniae 1410503 antigens 
plus IFN-γ, a considerable down regulation was observed in the presence of peptides 
batroxicidin (31.3%) and crotalicidin (37%) (Figure 2L). The production of NO, another 
inflammatory mediator, was accessed at the cultures with the same stimuli conditions. The 
crotalicidin presence promoted an up-regulation (43%) in cultures stimulated with HK-E. coli 
1812446 plus IFN-γ (Figure 2P). No basal production of this mediator was found for the cells 
treated with other stimuli (IFN-γ, HK antigen of both bacteria and HK-K. pneumoniae 




Figure 2. Effects of the peptides batroxicidin and crotalicidin on TNF-α, IL-6 and Nitric Oxide levels by Raw 
264.7 (A,G and M) cells culture exposed to IFN-γ (B, H and N), HK-E. coli 1812446 (C, I and O), HK-E. coli 
1812446 plus IFN-γ (D, J and P), HK-K. pneumonia 1410503 (E, K and Q), and HK-K. pneumonia 1410503 
plus IFN-γ (F, L and R). Statistical differences by one-way ANOVA test and Bonferroni post hoc (<0.05) were 
represented by the bars. The experiment was conducted independently in technical and biological triplicates. 
Error bar represent standard deviation (SD). 
 
 To reach a more thorough understanding of batroxicidin and crotalicidin effects on 
anti-inflammatory mediators, the IL-10 cytokine was measured. The crotalicidin peptide 
promoted an increase in IL-10 production for unstimulated cells (42.3%) (Figure 3A), in 
addition to a slight increase when stimulated by the HK-K. pneumoniae 1410503 antigen 
(23%) (Figure 3E). However, the same peptide decreases IL-10 production by 26% only for 






















 Based on the analyses presented, the batroxicidin peptide appears to have a poorer 
immunomodulatory potential in the Raw 264.7 cells when compared to crotalicidin (Figure 
4). These characteristics can be observed when analyzing the number of stimulated groups in 
Figure 3. Effects of the peptides batroxicidin and crotalicidin on IL-10 levels at Raw 264.7 cells culture exposed 
to different stimuli. A. Cell culture with no stimuli. B. Cell culture stimulated with IFN-γ. C. Cell culture 
stimulated with HK-E. coli 1812446. D. Cell culture stimulated with HK-E. coli 1812446 plus IFN-γ. E. Cell 
culture stimulated with HK-K. pneumoniae 1410503. F. Cell culture stimulated with HK-K. pneumoniae 
1410503 plus IFN-γ. Statistical differences by one-way ANOVA test and Bonferroni post hoc (p<0.05) were 
represented by the bars. The experiment was conducted independently in technical and biological triplicates. 
Error bar represent standard deviation (SD). 
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the monocytes, besides the percentage of modulation that each peptide promoted for the 
inflammatory and anti-inflammatory mediators TNF-α, IL-6, NO and IL-10. 
 
 
Figure 4. Summary of immunomodulatory potential results for AMPs batroxicidin and crotalicidin. Arrows 





4. Discussion  
 AMPs have the ability to modulate innate immune pathways therefore, it is not 
surprising that they have selective effects on inflammatory processes depending on the related 
agonists. As has been shown for cathelicidin LL-37 that acts on different agonists of Toll-like 
receptors (TLR), where one can observe the inhibition of some inflammatory responses 
together with the induction of others [20]. Based on in vitro and in vivo analysis, the 
immunomodulatory AMPs effects have been widely studied with cathelicidins and defensins 
being the best-characterized [21]. Standard experiments which are performed to evaluate the 
immunomodulatory response of AMPs, include measurements in vitro of inflammatory and 
antiinflammatory mediators from immune cells [22]. AMPs are usually co-administered with 
immune ligands, such as lipopolysaccharide (LPS) or even heat-killed microorganisms 
mimicking situations of immune-inflammatory response resulting on changes in cytokines 
productions that are measured [23]. Based on scientific literature, it is clear that AMPs are 
intricate in activating both proinflammatory and antiinflammatory immune responses, and do 
so through divergent mechanisms that vary on biological context [23]. AMPs that induce 
immunomodulation are very common: Early study using mice, demonstrated that the 
cathelicidin LL-37 have a potent antisepsis activity inhibiting macrophage stimulus by 
bacterial endotoxins like LPS, protecting the mice from endotoxemia [24]. LL-37 up-
regulated production of MCP-1, IL-8, but not TNF-α, leading to employment of immune 
components to the site of infection [25]. More specifically, LL-37 chemoatracts leukocytes 
via the formyl peptide receptor-like 1 [26]. 
 The aim of this study was to evaluate the imunomodulatory effect of two cathelicidins 
(batroxicidin and crotalicidin) in a mimetic infection model on Raw 264.7 cell line. Although 
initially, some MIC analysis was performed in order to select the concentration used for the 
imunomudulatory assays. The antimicrobial results presented here are in agreement with other 
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studies that showed snake venom cathelicidins’ activity against clinically isolated bacteria, as 
well as low hemolytic effects, which can be related to alpha-helical structure [9, 27, 28]. MIC 
for batroxicidin and crotalicidin peptides, achieved is this study for ATCC bacteria, presented 
to be a little difference from Falcao et al. [9]. Maybe this divergence may be due the 
quantification methods. On the other hand, MIC values for clinical isolated bacteria, was quite 
similar. Regarding cytotoxic effects, interestingly the high antimicrobial activity for both 
peptides at 3.7 and 3.8 µM, was complemented by their low toxicity in the same 
concentration, when alone with the Raw 264.7 cells after 24h.  Even in the presence of several 
stimuli, the cell viability was higher than 50%. The absence of cytotoxic effects or soft 
cytotoxic effects using cell line Raw 264.7 has been described previously for several different 
cathelicidins in concentrations higher than those used in this study, including cathelicidins 
from snakes and mammals [28-30].  
 Cathelicidin-related AMPs have a crucial role at innate immune defense [31, 32]. 
Thus, the effect of batroxicidin and crotalicidin on Heat killed bacteria-induced immune 
response of Raw 264.7 cell was investigated. The data indicated that the CRAMP crotalicidin, 
in the presence only of the IFN-γ and HK-K. pneumoniae stimuli, down-regulated TNF-α 
expression on macrophages Raw 264.7 culture. However, when both stimuli are presented, 
the peptide up-regulated TNF-α expression. Regarding IFN-γ stimuli. IFN-γ cytokine has one 
of the most important functions of sensitizing macrophages to activation by challenge with 
pathogenic products [33]. IFN-γ stimulates macrophages by mediating the signal transducer 
and activator of transcription-1 (STAT1) [34]. STAT1 are modulated by the phosphorylation 
of tyrosin 701 (Y701) and serine 727 (S727) [35], which depends at mitogen-activated protein 
kinase (MAPK) [36, 37]. By saying that, Nijnik et al. (2009) demonstrate that the cathelicidin 
LL-37 (20 μg.mL-1) significantly inhibited TNF-α production in response to IFN-γ 
stimulation. The same study demonstrate that the cathelicidin LL-37, at least in monocytes, 
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was not associated to inhibition of the STAT1 signaling pathway, but instead, the peptide was 
related to p38 MARK inhibition. In the innate immunity modulation of LL-37 on IFN-γ, it can 
be a set of the system that softens the initial immune responses, especially involving 
intracellular pathogens, preventing an excess of inflammation [32]. Due these results we can 
associate the TNF-α suppression to p38 MARK inhibition by LL-37.  
 Regarding HK-K. pneumoniae stimuli. The innate immune response, which provides 
the first phase of protection against infection, requires macrophages to recognize and respond 
to pathogen-associated molecular pattern (PAMPs) as well as host-derived factors [33]. The 
PAMPs are ligands for “pattern recognition receptors” (PRRs) expressed on immune cells 
[38]. Gram-negative bacteria and LPS activate and are sensed by the PRR Toll-like receptor 4 
(TLR-4) [39]. The TLRs recognize several pathogen components including bacterial cell wall 
constituents, dsRNA and bacterial flagellin [40], being the LPS (TLR-4 ligand) the major 
component of gram-negative bacteria, representing critical actor in the pathogenesis of gram-
negative sepsis [41, 42]. Extensively studies have been demonstrating the ability of 
cathelicidins to bind LPS of gram-negative bacteria, inactivating their binding to TLR-4 
receptors [30, 43, 44]. Recently, Horibe et al. (2013) demonstrate the effects of CRAMP (30 
μg.mL-1) on TNF-α secretion in bone marrow macrophage BMMs cell culture, observing the 
inhibition of this cytokine by CRAMP preventing LPS stimuli [44]. In the same study, 
CRAMP (30 μg.mL-1) was able to down-regulates TNF-α expression on Raw 264.7 cells 
stimulated with flagellin. Wei et al. (2013) also demonstrated that cathelicidin-PY (20 μg.mL-
1) highly inhibit the expression of TNF-α in the presence of LPS in Raw 264.7 cell culture. 
Most recently, Coorens et al. (2017) demonstrated that seven different cathelicidins (20μM) 
have the ability to bind LPS inhibiting TLR4 activation, and other six cathelicidins have the 
ability to bind LTA inhibiting TLR2 activation [45]. Coorens et al. (2017) still demonstrated 
by confocal microscopy and flow cytometry, the ability of the cathelicidins CATH-2 and LL-
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37 to inhibit E. coli-induced macrophage activation when E. coli O78 was heat killed. 
Moreover, demonstrated the ability of LL-37 to inhibits TLR-4 activation in HEK-TLR cells, 
by LPS and E. coli O78 heat killed at same level. Given the literature presented, we can 
correlate the decrease in TNF-α expression for the cells stimulated with HK-K pneumoniae, 
with the interaction of the peptide crotalicidin with the LPSs that constituted the cell wall of 
the bacteria killed by heat. Finally, regarding batroxicidin and crotalicidin peptide up-
regulated TNF-α in the presence of HK-E.coli plus IFN-γ and HK-K. pneumoniae plus IFN-γ 
stimuli, respectively. Given the literature presented above. This may be due to the fact that, 
peptides of the cathelicidin class, as mentioned above, have the ability to bind to the major 
component of the bacterial membranes (LPS), preventing their stimulation in macrophages 
[30, 44, 45]. This binding between LPS and cathelicidins may leave IFN-γ groups free, 
allowing them to stimulate STAT1 [33] causing an inflammatory response in Raw 264.7 cells, 
up-regulating TNF-α expression.  
 Furthermore, the data for the proinflamatory mediator IL-6, illustrated the opposite 
effect as demonstrated for TNF-α, presenting a down-regulation for the groups stimulated 
with HK-K. pneumoniae plus IFN-γ for both peptides. The inflammatory mediator IL-6 can 
be classified as a pro- and anti-inflammatory cytokine, depending on the receptor used by it, 
Th1 or Th2. IL-6 may have the ability to suppress TNF-α production during the infectious 
process rather than acting against infections in the regulation of immune reactions [46]. In our 
study, during the mimetic infection caused by the treatment with K. pneumoniae 1410503 plus 
IFN-γ antigens, the inflammatory mediator IL-6 was unable to cause TNF-α mediator 
suppression, since the cytokine IL-6 production was down-regulated by crotalicidin peptide. It 
was recently demonstrated that, cathelicidin-WA (20 μg.mL-1) was able to suppress mRNA 
relative expression of IL-6 in E.coli K88-induced Raw 264.7 cells, in contrast, up-regulated 
IL-10 mRNA relative expression [47]. IL-10 is an anti-inflammatory mediator with a crucial 
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role in the prevention of inflammatory pathologies, limiting the immune response to 
pathogens [48]. This can be observed for the crotalicidin peptide when stimulated with 
antigens of K. pneumoniae 1410503. In contrast, the opposite effect is observed when 
stimulated with antigen of E. coli 1812446. Nevertheless, the production of IL-10 can also 




 In conclusion, the peptides batroxicidin and crotalicidin presented antimicrobial 
activity with no cytotoxic effects, although they demonstrated mostly inflammatory 
characteristics when tested in Raw 264.7 culture in the presence of MDRB heat-killed 
antigens and IFN-γ. In spite of their predominantly proinflammatory characteristics in the 
presence of Raw 264.7 cells, these peptides still show promise in the fight against MDRB, 
and consequently diseases like pneumonia, urinary infection and nosocomial infections 
associated with gram negative bacteria; therefore, further studies should be performed using 
these peptides as tempates, aiming to improve their activities. 
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Abstract – In order to study how acidic pro-peptides inhibit the antimicrobial activity of 
antimicrobial peptides, we introduce a simple model system, consisting of a 19 amino-acid 
long antimicrobial peptide, and an N-terminally attached, 10 amino-acid long acidic model 
pro-peptide. The antimicrobial peptide is a fragment of the crotalicidin peptide, a member of 
the cathelidin family, from rattlesnake venom. The model pro-peptide is a deca (glutamic 
acid). Attachment of the model pro-peptide only leads to a moderately large reduction in the 
binding to- and induced leakage of model liposomes, while the antimicrobial activity of the 
crotalicidin fragment is completely inhibited by attaching the model pro-peptide. Attaching 
the pro-peptide induces a conformational change to a more helical conformation, while there 
are no signs of intra- or intermolecular peptide complexation. We conclude that inhibition of 
antimicrobial activity by the model pro-peptide might be related to a conformational change 
induced by the pro-peptide domain, and that additional effects beyond induced changes in 
membrane activity must also be involved.   
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Many proteins are synthetized as zymogens, precursor proteins that are inactive due to 
the presence of pro-peptide domains [1]. This also holds for antimicrobial peptides and 
proteins such as mammalian defensins [2], cathelicidins [3] and RegIII family proteins [4,5]. 
These are often synthesized and stored in inactive form, to protect host cells from potential 
cytotoxic effects as well as protecting the peptides and proteins and protected them from 
enzymatic degradation [6,7,8]. Understanding how pro-peptides control the activity of 
antimicrobial peptides is not only important in biology, but also for applications of 
antimicrobial peptides as pharmaceutical compounds. Biotechnologists have exploited fusion 
of antimicrobial peptides with pro-peptides to allow for the efficient production of 
antimicrobial peptides in bacterial hosts [9]. Pro-peptides can also be part of a pro-drug 
strategy for antimicrobial peptides, for example by arranging pro-peptide removal to be 
induced by the presence of a specific bacterial pathogen [10]. 
Explicit demonstration that pro-peptides inactivate the biological activity of 
antimicrobial peptides has been given for a number of cases, such as for defensins [6,7,8] but 
molecular mechanisms for inactivation have not yet been investigated. Very often, pro-
peptide domains of antimicrobial peptides are highly acidic, and have charge densities that 
precisely neutralize the positive charge of the antimicrobial peptides. This suggests that 
electrostatic neutralization somehow plays an important role in inactivation by pro-peptides, 
but is unclear in what way. Ganz and co-workers [6,7] go one step further by hypothesizing 
that (at least for defensins) inactivation is due to intramolecular interaction of the pro-domain 
with the antimicrobial peptide domain, but again, no structures have been presented yet from 
which this is apparent.  
Inactivation of antimicrobial and cytotoxic activity are by no means the only possible 
functions of pro-domains. For example, Ganz and co-workers [11] have shown that the acidic 
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pro-peptide is necessary for the precise sub-cellular trafficking and sorting of proHNP1. The 
role of pro-peptide domains for cathelicidins is less clear than for the defensins. Cathelicidins 
[3,12,13] are characterized by their highly conserved cathelin-like domain (CLD), a small 
folded domain with cystatin-like fold [14], which is followed by a highly variable domain 
containing the antimicrobial peptide. One group has reported that the full-length precursor 
protein for the sole human cathelicidin, LL-37 (known as hCAP18) has no antimicrobial 
activity [15], but a more recent report suggests that the antimicrobial activity of hCAP18 is 
practically identical to that of LL-37 [16]. Hence, at this stage it is not yet clear whether for 
LL-37, its pro-sequence acts as an inhibitor of its antimicrobial activity or not.  
Given the importance of acidic pro-peptides in controlling the activity of antimicrobial 
activity both in biology and in possible pharmaceutical applications of antimicrobial peptides, 
we here study the impact of acidic pro-peptides on the secondary structure, membrane 
interactions and antimicrobial activity in a simple model system. As an antimicrobial peptide, 
we use a fragment of crotalicidin (Ctn), an antimicrobial peptide from the venom of the 
rattlesnake (Crotalus durissus). Falcao et al. [17] have studied the two fragments Ctn[1-14] 
and Ctn[15-34], that would be theoretically expected upon digestion with elastase. It was 
found that the short fragment Ctn[15-34] of full-length crotalicidin has a high antimicrobial 
activity, whereas the fragment Ctn[1-14] has no antimicrobial activity even though it is 
polycationic. The Ctn[15-34] peptide was also found to have a lower toxicity than full-length 
Ctn for human cells and was therefore suggested to be a potentially interesting antimicrobial 
peptide for further development as a pharmaceutical compound. Recently the mechanisms of 
membrane permeabilization for both model liposomes and bacterial membranes by Ctn and 
Ctn[15-34] were characterized in detail by Pérez-Peinado et al. [18] 
In the crotalicidin precursor protein, at the N-terminal side, the antimicrobially active 
Ctn peptide is preceded by a pro-domain, which is a highly negatively charged stretch of 
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amino acids, rich in glutamic acids, that has a negative charge (24 negatively charged 
residues, 6 positively charged residues) that approximately compensates the positive charge 
(15 positively charged residues) of the antimicrobial peptide. We here study the effect of N-
terminally attaching a simple deca (glutamic acid) pro-piece (E10) to the crotalicidin fragment 
Ctn[15-34].  
While neither the Ctn[15-34] peptide nor the E10-Ctn[15-34] peptide occurs naturally, 
we believe that on the one hand these simple peptide can be a simple model for how pro-
peptides modulate the physical and biological properties of much longer natural antimicrobial 
peptides. On the other hand the Ctn[15-34] peptide has favorable activities to be further 
developed for therapeutic applications [17] and it is interesting to study how to different types 
of model pro-peptides modulate its activity, both for pro-drug strategies [10], and for the 
biosynthetic production of such peptides [9].  
We find that attaching the E10 model pro-peptide leads to a significant change in the 
secondary structure of the peptide in solution and to a full inactivation of its antimicrobial 
activity. Surprisingly however, physical properties typically associated with antimicrobial 
activity, viz. adsorption to lipid bilayers and the induction of liposome leakage are only 
moderately affected.  
 
2. Material and Methods 
2.1 Materials  
Ctn[15-34] (KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH2), E10-Ctn[15-34], and (GS)4-Ctn[15-34] 
were synthesized by Pepscan (Lelystad, the Netherlands). Ion-exchange chromatography was 
used to replace all counter ions by Na+. The peptides have a reported purity of more than 
94%. Molecular masses for all peptides (2371.2 Da for Ctn[15-34], 3662.3 Da for E10-Ctn[15-
34], and 2947.8 Da for (GS)4-Ctn[15-34]) were confirmed using mass-spectrometry by 
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Pepscan. The full-length crotalicidin peptide (Ctn) was obtained from Aminotech Ltda (São 
Paulo, Brazil) (>95% of purity). This molecular mass of this peptide was also confirmed using 
mass-spectrometry. Concentrations of peptides in solution were determined using UV-
spectroscopy. Micro centrifuge filters with a cut-off of 300 kDa were obtained from Pall Life 
Sciences Benelux (Mijdrecht, the Netherlands). The lipids 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) (DOPG) 
were purchased from Avanti Lipids (Alabaster, AL, USA). The fluorescent dye calcein was 
purchased in powder-form from Sigma-Aldrich. All other chemicals were of analytical grade, 
and were obtained from Sigma-Aldrich.  
 
2.2 Dynamic light scattering  
Dynamic light scattering (DLS) was performed using a Malvern Nano ZS equipped with a 10 
mW He-Ne laser with a wavelength of 632.4 nm. Measurements were done at a fixed 
scattering angle of 173°. Peptide solutions were filtered to remove dust particles and possible 
peptide aggregates that might interfere with the DLS measurements using 300 kDa cut-off 
micro centrifuge filters. For each sample, 20 L of filtered peptide solution was transferred 
into a clean low-volume quartz cuvette. For each sample, 3 size measurements where done, 
with run times and number of run repetitions being determined by the Malvern DTS software 
version 7.12. In all cases, a distribution analysis performed using the Malvern DTS Software        
showed a single dominant diffusion peak. Hydrodynamic radii reported correspond to this 
dominant peak, standard deviations are for the 3 replicates of the size measurements. 
 
2.3 Circular Dichroism 
Circular dichroism (CD) spectra were obtained using a Jasco-715 spectro-polarimeter 
equipped with a Peltier element for temperature control. Spectra were obtained in the far-UV 
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range, from 190 to 260 nm. Spectra reported have been obtained by averaging 20 single scans 
and were obtained at a peptide concentration of 0.2 mg.mL-1, in a 10 mM K2HPO4 50mM 
Na2SO4 buffer pH 7.4 at 25°C. For a quantitative interpretation of the spectra in terms of a 
percentage of -helical structure, spectra were fitted using the CONTIN algorithm as 
implemented in the DICHROWEB [19,20]  webserver, using basis set #7. 
 
2.4 In vitro antimicrobial assays 
For the in vitro antimicrobial assays, strains of Eschericia coli ATCC 25922, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 13883 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 were used. Additionally, 
we tested clinical isolates of Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) positive strains of 
E. coli (KPC+ 001812446) and K. pneumoniae (KPC+ 001825971). All strains were grown 
overnight in Mueller Hinton (MH) broth at 37°C. Minimum inhibitory concentration (MIC) 
measurements were performed using 1x106 CFU per mL-1 and serial 2-fold dilution series of 
the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] starting at 128 µg.mL
-1. 
Following established protocols [21-23] the MIC was determined after 24 h of incubation at 
37 °C, and was taken to be the lowest peptide concentration with total inhibition of bacterial 
growth, as assessed by absorbance measurements in a polystyrene 96 well plates at 600 nm 
using a microplate reader (Bio-Tek PowerWave HT, EUA). Bacteria in MH broth containing 
the antibiotics (chloramphenicol, gentamicin and imipenem at 1 mg.mL-1) were used as 
negative and positive control respectively. Minimal bactericidal concentrations (MBCs) were 
determined by plating out 10 µl of the content on MH agar plates of the wells where no 
bacterial growth was observed. MBC was recorded as the lowest concentration at which no 
colonies were observed after 24 h incubation at 37 °C. In each case, three technical and 
biological replicates were used.  
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2.5 Neutral-red (NR) in vitro toxicity assay with Caco-2 cells 
Viability of Caco-2 cells at increasing peptide concentrations was determined using a Neutral-
red (NR) assay as described previously [24]. After overnight incubation of the cells with the 
peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] at peptide concentrations from 2-
128 μg.mL-1, 10μL of a 33 μg.mL-1 NR solution was added to the wells containing the 
peptide-incubated cells. After 3 more hours of incubation, the supernatant was removed and 
the cells were washed with PBS. Next, 150 μl of 1% acetic acid-50% ethanol was added and 
shaken for 10 min at room temperature. Finally, the absorbance was measured at 540 nm and 
690 nm (background absorbance) using a SpectraMax M5 microplate reader (Molecular 
Devices). Readings were expressed as NR uptake relative to the uptake of the cells exposed to 
the negative control (medium or DMSO). 
 
2.6 Galleria mellonella in vivo toxicity assay 
An in vivo toxicity assay was performed using Galleria mellonella [25]. G. mellonella larvae 
in their final instar stage were purchased (UK Waxworms Ltd, Sheffield, UK), and stored in 
the dark at 15 °C, and used within 14 days. Larvae were separated by weight, and only larvae 
between 0.2 and 0.3 g were used for experiments. Larvae were injected with 20 μL of peptide 
solutions, or controls in the left posterior proleg using Terumo Myjector 29G insulin syringes 
(VWR International). The syringes were changed between different treatments. Two negative 
control groups were included in every experiment; one group was not injected to control for 
background larval mortality (no manipulation control) and the other group (uninfected 
control) was injected with PBS to control for the possible effect of physical trauma on 
mortality. After injection, larvae were stored in Petri dishes in the dark at 37 °C with 5% CO2 
for up to 144 h post-infection (p.i.) and inspected every 24 h for survival; larvae were 
considered dead if they did not move after shaking of the petri dish. For each sample (non-
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manipulated control, water control, peptides) fifteen randomly chosen larvae were used. The 
peptide concentration was 10 mg per kg of body weight. 
 
2.7 Liposome leakage assay 
Following earlier work [26], lipids DOPC and DOPG were dissolved in chloroform at a 
concentration of 25 mg.mL-1, mixed in a molar ratio of 7:3, and subsequently diluted further 
to 10 mg.mL-1 using chloroform. The chloroform was evaporated using rotary evaporation 
(350 mbar, 313 K, 100 rpm). The lipid film was then dried in vacuum for at least 2 h after 
which the lipids were re-suspended in calcein-containing buffer (70 mM calcein in 10 mM 
Tris-HCl, pH 7.5) to get a 30 mM lipid suspension by hydration for 1 h in a rotary evaporator 
(no vacuum, 323 K, 100 rpm). Multilamellar vesicles thus formed were freeze-thawed four 
times using liquid nitrogen and a 310 K water bath to get unilamellar vesicles. A mini-
extruder (Avanti Lipids) equipped with a 200 nm pore size polycarbonate membrane was used 
to perform 21 extrusions to homogenize the size of the lipid vesicles. Vesicles were separated 
from free calcein on a gravity driven Sephadex G-50 size exclusion column and eluted with a 
10 mM Tris-HCl buffer containing 100 mM NaCl (pH=7.5). The vesicles were characterized 
using dynamic light scattering, for which an ALV instrument equipped with an 
ALV5000/60X0 external correlator and a 300 mW Cobolt Samba-300 DPSS laser operating 
at a wavelength (λ) of 532 nm was applied. A cumulant analysis showed the vesicles to be 
monodisperse, and to have an average diameter of 190±5 nm. The degree of dilution of the 
vesicles during size exclusion chromatography was estimated by comparing the intensity of 
scattered light (count rate) before and after size-exclusion chromatography. For this scattering 
angles θ ranging from 20 to 140 were used with steps of 5, five measurements of 30 s were 
recorded for each scattering angle and the average was taken over all measurements. A 
fluorescence filter was applied that only transmits the laser light, to prevent the fluorescence 
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light emitted by calcein from disturbing the measurements. Vesicles used for the leakage 
assay were diluted with a 10 mM Tris-HCl buffer containing 100 mM NaCl (pH=7.5) to a 
final lipid concentration of 50 μM. Peptides were dissolved in the same buffer, at a 
concentration of 6.4 mg.mL-1. The calcein leakage caused by the AMPs was measured by 
following the fluorescence intensity of the liposome solutions over time in a Cary Eclipse 
cuvette fluorimeter using an excitation wavelength of 490 nm and an emission wavelength of 
520 nm. The widths of the excitation and emission slits were 2.5 nm. The fluorescence 
measurements were started with 588 μL of the vesicle solution without AMPs. After two 
minutes the fluorescence intensity signal was stable and 12 μL of 6.4 mg.mL-1 AMP solution 
was added, to achieve a final peptide concentration of 128 μg.mL-1, equal to the highest 
peptide concentration used in the MIC assays. In total, the measurements lasted 10 minutes. 
At the end of the experiments, 10 μL of a 10% (v/v) Triton X-100 solution was added, which 
is a surfactant that disrupts the liposomes. The signal after Triton addition was taken to 
correspond to 100% liposome leakage. For all peptides, the liposome leakage assays was 
repeated four times with freshly prepared liposomes and results were found to be 
reproducible.  
 
2.8 Reflectometry of peptides adsorbing on supported lipid bilayers 
Adsorption measurements were performed using an optical reflectometer with a stagnation-
point flow cell and an oxidized silicon surface as a substrate, as described by Dijt et al. [27]. 
The laser beam reflects from the surface at exactly the point where the jet flow reaches the 
surface. The reflectometer signal can be directly converted into an adsorbed amount (Γ) if the 
refractive index increment of the adsorbing species is known [27, 28]. The refractive index 
increment for lipids is dn/dc  0.145 g-mL-1 [29, 30] that of proteins is dn/dc  0.185 g-
mL-1 [31]. Clean oxidized silicon strips (with a silica layer of ~62 nm) were prepared as 
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follows. Silica strips were washed with demiwater, sonicated for 1 min in 2-propanol, washed 
in milliQ water, dried under a nitrogen stream and plasma cleaned for 2 min before being 
stored in milliQ water. The strips were used in the experiment within 5 h of cleaning. A 
supported lipid bilayer (SLB) was formed on top of the silica surface by means of vesicle 
adsorption and subsequent rupture and SLB formation at high surface coverage [32]. Vesicles 
were prepared as described for the liposome leakage assay, except for the fact that no calcein 
was used. For preparing the SLB, vesicles were diluted in 10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 4 
to a final concentration of 200 M of lipids. To promote adsorption of the negatively charged 
vesicles, the silica substrates were first equilibrated against a low pH buffer (10 mM Tris, 100 
mM NaCl, pH 4). At this low pH, the silica is less negatively charged as opposed to neutral 
pH. After a steady baseline was obtained, the flow was switched to the 200 M vesicle 
solution for a few minutes, until the signal stabilized again. Next, the flow was switched back 
to the low pH buffer and rinsed for some minutes until the signal stabilized again and finally, 
flow was switch to a neutral pH buffer (10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7.5). This finalized 
the procedure to attach the SLB. Next, flow was switched to a solution of peptides at a 
concentration of 16 g-mL-1 in 10 mM Tris 100 mM NaCl, pH 7.5. Reproducibility of these 
measurements was typically found to be around 10%.  
 
2.9 Molecular Modelling 
First, Blastp [33] was used to find the best template structure for the molecular modeling of 
the solution structure of the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34]. The 
solution nuclear magnetic resonance (NMR) structure of crotalicidin in DPC micelles (PDB 
entry: 2MWT) isolated from the Rattlesnake (Crotalus durissus) venom [17] was selected for 
the construction of a set of 100 tridimensional theoretical models using Modeller v. 9.17 [34]. 
For each of the three peptides, the lowest free-energy theoretical model from the set was then 
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selected and used for validation procedures: PROCHECK [35] was used to evaluate peptide 
geometry, stereochemistry and energy distributions, as well for calculating average scores (G-
factor) for dihedral angles and bond lengths. ProSA-web [36] was used to evaluate the fold 
quality of the selected models.  
 
2.10 Molecular dynamics  
Molecular dynamics simulations for Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] were 
carried out in explicit water, using the single point charge (SPC) water model. All simulations 
were performed using the GROMOS96 43a1 force field from the computational package 
GROMACS v.5.0.4 [37]. The validated tridimensional theoretical models for the peptides 
obtained as described above were used as initial structures in all simulations. Chloride and 
sodium ions were also added to neutralize the system’s charge. The geometry of water and 
molecules was constrained using the SETTLE algorithm [38]. Moreover, the LINCS 
algorithm was used to link all the atom bond length. Particle Mesh Ewald (PME) was also 
used for electrostatic corrections, with a radius cut-off of 1.4 nm to minimize the 
computational simulation time. The same radius cut off was also used for van der Waals 
interactions. The list of neighbours of each atom was updated every 10 simulation steps of 2 
fs each. Before the start of the MD simulations, a steepest descent algorithm (50,000 steps) 
was applied for energy minimization. After that, the system underwent a normalization of 
temperature and pressure to 300 K and 1 bar, using the velocity rescaling thermostat (NVT) 
and the Parrinello-Rahman barostat (NPT), respectively, for 100 ps. The system with 
minimized energy and balanced temperature and pressure was submitted to molecular 






The domain structure of the Ctn precursor protein is shown in Fig 1a. On the N-terminal side 
of the Ctn peptide, the Ctn precursor protein has a pro-peptide that is 142 residues long. The 
C-terminal 35 residues of the pro-peptide, that connect to the Ctn peptide, is extremely rich in 
glutamic acid residues and has a very high net negative charge (21 negatively charged 
residues and 6 positively charged residues). The net negative charge of this part of the pro-
peptide approximately compensates for the net positive charge of full length Ctn (15 
positively charged residues, no negatively charged residues). Pro-peptides with long oligo 
(glutamic acid) stretches are found for many other AMPs [9]. As a model pro-peptide for the 
short but highly antimicrobially active Ctn[15-34] fragment, mimicking the glutamic acid-rich 
domain of the crotalicidin pro-peptide, we here choose a simple deca(glutamic acid), E10. As a 
control for the effect of losing the free N-terminal on the activity of Ctn[15-34], we use a 
glycine/serine sequence: such sequences are often used in fusion proteins as inert, hydrophilic 
flexible linkers. Additionally and important for the case of AMPs, the glycine and serines 
have uncharged side chain, and therefore do not change the net AMP charge. Thus we arrived 
at the three peptide sequences (Fig. 1b) that we study here:  Ctn[15-34], E10- Ctn[15-34] and 
(GS)4-Ctn[15-34]. For N-terminal glutamic acid residues, pyroglutamization may be a 
concern, therefore we performed MALDI-TOF MS and MS/MS to demonstrate the absence of 
pyroglutamization of the N-terminal glutamic acid for the E10- Ctn[15-34] peptide  




Figure  1. Crotalicidin-derived peptides used in this study. a) Domain structure of crotalicidin pre-pro-peptide 
(Uniprot U5KJM4) in brackets: length of domains in numbers of amino acids. Flanking the peptide, the pro-
peptide features a 35 amino acids long glutamic acid rich domain, whose sequence is also given in red (21 
negatively charged residues, 6 positively charged residues), together with that of the full-length crotalicidin 
peptide in blue (15 positively charged residues). b) Short model peptides inspired by full-length crotalicidin 
peptide and pro-peptide, used in this study. The Ctn[15-34] fragment has 7 positively charged residues. 
 
Characterization of peptides in solution 
We first explored the solubility and aggregation state of the peptides, using dynamic light 
scattering (DLS), in both a low and high ionic strength buffer, at neutral pH. Results are 
shown in Table 1. All peptides dissolved well and did not appear to aggregate or self-
assemble in solution, even at high concentrations employed for the DLS experiment (10 
mg.mL-1). There is a clear difference between the small solution sizes of Ctn[15-34] (2.2±0.1 
nm) and (GS)4-Ctn[15-34] (2.4±0.1 nm), and the larger solution sizes of E10-Ctn[15-34] 
(4.0±0.1 nm). Also, the solution sizes of Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] increase  by 45% 
and 33% respectively with ionic strength, whereas that of E10-Ctn[15-34] remains constant. 
Although the sizes most likely reflect the solution sizes of individual peptides, we cannot 
completely exclude that a small degree of self-association contributes to the measured sizes. 
Being a block-polyampholyte, at low ionic strength, one might have expected the E10-Ctn[15-
34] to aggregate or coacervate as a consequence of electrostatic interactions, but this was not 
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observed:  this should have resulted in much larger solution sizes as measured in DLS. 
Presumably, the lengths of the charged blocks were still too short, or the charged blocks were 
too asymmetric in (in terms of numbers charges) for coacervation to occur. Instead, we 
observe that at 100 mM of added NaCl the E10-Ctn[15-34] the peptide is no longer fully 
soluble at 10 mg.mL-1. 
 
Table  1. Hydrodynamic diameter as determined using dynamic light scattering of 10 mg.mL-1 of the peptides in 
the indicated buffers: PB (10 mM Pi pH 7.4) and PBS (10 mM Pi pH 7.4 + 100mM NaCl). For 10 mg.mL -1 E10-
Ctn[15-34] in PBS we observed phase separation, therefore the experiment was done at the lower concentration 
of 2 mg.mL-1where the system was in a one-phase region. 
 
 
The larger solution size of the E10-Ctn[15-34] peptide possibly reflects a different secondary 
structure, therefore we next performed circular dichroism (CD) measurements for each of the 
peptides. Spectra were acquired for 2 g-mL-1 peptide solutions in a 10 mM potassium 
phosphate buffer at pH 7.4 (Fig. 2). We find that the E10-Ctn[15-34] spectrum is notably 
different from that of (GS)4-Ctn[15-34] and Ctn[15-34], which essentially overlap with each 
other. A qualitative comparison with typical CD spectra for random coil versus -helical 
configurations shows that the (GS)4-Ctn[15-34] and Ctn[15-34] spectra are characteristic of 
predominantly random coil configurations, whereas that of E10-Ctn[15-34] is indicative for a 
substantial contribution from -helices. For a more quantitative assessment we have used a 
CONTIN algorithm to fit the CD spectrum and extract percentages of -helical structure. The 
estimated percentages of -helical structure are 21% for E10-Ctn[15-34], and, respectively, 
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3% and 4% for Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34]. This confirms the qualitative interpretation 
that the deca(glutamic acid) pro-peptide significantly increases the overall -helicity of the 
Ctn[15-34], whereas the addition of the flexible hydrophilic (GS)4 sequence does not. The 
increased helicity of E10-Ctn[15-34] could be related to the well-known propensity of 
glutamic acid residues to stabilize α-helices. Similarly, the more unfolded structure of (GS)4-
Ctn[15-34] could be related propensity of the glycines to form loops and destabilize α-helices, 
as previously demonstrated by Shingate and Showdhani [39]. A more helical structure for E10-




Figure  2. Circular dichroism spectra of the peptides Ctn[15-34] (red), E10-Ctn[15-34] (black) and  (GS)4-Ctn[15-
34]  (blue). Residue molar ellipticity [ ] in deg.cm2 /dmol is plotted versus the wavelength (  in nm). 
Measurements were performed at a peptide concentration of 0.2 g.mL-1 in a  10 mM K2HPO4 50mM Na2SO4 
buffer, pH 7.4. 
 
For an indication as to where helicity could be induced by the E10 model pro-peptide we have 
performed molecular dynamics (MD) simulations, starting from initial theoretical structures 
generated by molecular modelling studies (Supplementary Information Fig. SI-3 and Table 
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SI-1) and which are based on the solution NMR structure of full-length crotalicidin in DPC 
micelles [17]. The micellar environment typically induces a high -helical content of 
antimicrobial peptides, so it may be expected that the MD runs for the peptides in water show 
at least partial unfolding. Indeed, during the 100 ns runs, all peptides develop large root mean 
square deviations (RMSD) as compared to the initial (Fig. 3a). A root mean square fluctuation 
(RMSF) analysis (Fig. 3b) for the equilibrated configurations indicates that for Ctn[15-34] 
and E10-Ctn[15-34] it is especially the C-terminus that exhibits the largest flexibility, whereas 
for (GS)4-Ctn[15-34] the largest flexibility is exhibited by the N-terminal residues. For all 
peptides, the loss of -helicity is accompanied by a decrease of ~0.2 nm in their radius of 
gyration (Rg) (Fig. 3c). Representative snapshots of conformations of the peptides at 
simulation times of 0, 50 and 100 ns are shown in Fig. 4.  
 
 
Figure  3. Molecular dynamics simulations in water (100 ns) for the peptides Ctn[15-34] (black curves), E10-
Ctn[15-34] (red curves) and (GS)4-Ctn[15-34] (green curves), yielding the parameters a) Root mean square 
deviation (RMSD) of single run, b) root mean square fluctuations (RMSF) and c) radius of gyration (Rg). Results 
are for single runs, three runs were done, for each peptide, with similar results. 
 
Trends observed in the MD simulations agree with the experimental observations using DLS 
and CD: the E10-Ctn[15-34] peptide has a larger gyration radius and larger -helicity, as 
compared to both the Ctn[15-34] and the (GS)4-Ctn[15-34] peptides. The current level of 
simulations however is not yet good enough to quantitatively compare experimental to 
theoretical -helicities. For example, from the CD we find an almost no -helicity for the 
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(GS)4-Ctn[15-34] peptide in solution (4%), but the simulation snapshots show that significant 
-helicity remains after 100 ns (Fig. 4c). Taking the simulations therefore as a qualitative 
indication for structural changes induced by attaching the acidic E10 and the control (GS)4 
“pro-peptides” to Ctn[15-34], we conclude that the hydrophobic C-terminal part Ctn[15-34] 
(colored orange in Fig. 4) remains largely unstructured irrespective of the attachments at the 
N-terminal side. When attaching E10, it is the E10 peptide itself that presumably contributes 
mostly to the additional helicity that we observe in CD, and hence also to the increase in the 
solution size observed in DLS.  
 
 
Figure  4. Theoretical structures snapshots of a) Ctn[15-34], b) E10-Ctn[15-34] and c) (GS)4-Ctn[15-34] during 
100 ns of dynamics simulations (50 ns intervals). Domain colors: basic domain Ctn[15-34] – dark blue, 




 Antimicrobial activity and toxicity 
All three peptides were tested against different bacterial strains, both Gram negative and 
Gram positive, in order to determine their in vitro antibacterial activity: E. coli ATCC 25922, 
K. pneumoniae ATCC 13883 and S. aureus ATCC 25923. Additionally, we considered Gram-
negative clinical isolates from KPC positive E. coli (KPC+ 001812446) and K. pneumoniae 
(KPC+ 001825971) due the medical relevance related to KPC strains by their resistance to 
conventional antibiotics. MIC and MBC results are given in Table 2.  
 
Table 2. MIC and MBC for the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] against Gram-




Results for Ctn[15-34]   confirm those previously obtained by Falcao [17]: the peptide is very 
active against Gram-negative bacteria presenting all the MIC values less than 8 μg.mL-1, and 
somewhat less against Gram-positive S. aureus. Additionally, We find that Ctn[15-34] is also 
active against a clinical isolate (see Table 2). In stark contast, for E10-Ctn[15-34] we find an 
absence of any antimicrobial activity up to 128 g.mL-1. Hence the E10 sequence is indeed a 
very good model for an inhibitory pro-peptide. Inhibition of activity is not due to the absence 
of a free N-terminus: the activity of the control peptide (GS)4-Ctn[15-34] is identical to that of 
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Ctn[15-34] except for K. pneumoniae KPC and S. aureus, in which cases the MIC values are 
16 and 64 μg.mL-1, respectively.  
We have also studied the effect of the attachment of the pro-peptide on the toxicity of the 
peptides to eukaryotic cells in vitro, and on the toxicity of the peptides in vivo using Galleria 
mellonella larvae. A neutral red uptake (NRU) assay was used to access viability of the 
mammalian cell line Caco-2. Monolayers of this cell mimic the human intestinal epithelium 
and are widely used as a model of human intestinal absorption. Results are shown in Figure 
5a. The NRU assay indicates complete cell viability after overnight incubation over the entire 
concentration range studied for all the peptides. To confirm this result a more sensitive test 
was used, the in vivo toxicity of the peptides for G. mellonella larvae. Following incubation 
with 10 mg.kg-1 of body weight of the peptides, survival of the larvae was measured up to 144 
h (Figure 5b). The Ctn[15-34] peptide is more toxic than the other peptides: larvae treated 
with this peptide have the lowest fraction of survival (Figure 5b). Within the experimental 
margin of error, survival curves for the peptides E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] were 
identical to those of the two controls, indicating that the addition of the (GS)4 sequence 





Figure  5.  Toxicity of peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and GS4-Ctn[15-34]. a) In vitro neutral red uptake 
assay for Caco-2 cells. Viability (fraction of viable cells) as compared to untreated Caco-2 cells as a function of 
peptide concentration. Diamonds: filled squares: PBS control, open squares: Ctn[15-34], open diamonds: E10-
Ctn[15-34], open triangles: (GS)4-Ctn[15-34]. Error bars are standard deviations of replicate measurements  b) In 
vivo toxicity of the peptides for Galleria mellonella larvae. Percentage surviving larvae as a function of time. 
Filled squares: H2O control, filled triangles: no treatment control, open triangles: Ctn[15-34], open diamonds: 
E10-Ctn[15-34], open squares: (GS)4-Ctn[15-34]. For each peptide a group of n = 15 larvae were used, error bars 
are standard deviations within the group.   
 
Interaction of the peptides with model membranes  
The peptide physical-chemical properties that have been suggested to correlate most strongly 
with antimicrobial activity are their affinity towards model membranes, and their ability to 
induce leakage in model liposomes. Therefore, we have tested whether the E10 model pro-
peptide prevents adsorption of the peptides on model membranes, and whether it prevents 
leakage from model liposomes. As a model for the predominantly negatively charged 
bacterial membranes, we use a 7:3 mixture (molar ratio) of the lipids DOPC and DOPG. 
Liposomes were prepared with an average diameter of 190 ±5 nm, as determined using DLS. 
In a first experiment, supported lipid bilayers (SLB) were prepared on a silica wafer by 
adsorbing the liposomes to the silica at low pH. Subsequently, the amount of peptide (mg/m2) 
adsorbing to the SLB was monitored using reflectometry, as a function of time (Figure 6). 
Note that in these experiments, we have also included the full-length crotalicidin peptide 
(Ctn). The reflectometry experiments demonstrated that, under the conditions of the 
experiment (10mM Tris 100mM NaCl, pH 7.5, and a peptide concentration of 16 g.mL-1) 
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both full length Ctn and the fragment Ctn[15-34] adsorb to the model membranes at the same 
surface density of approximately 0.5 mg.m-2. Attaching the (GS)4 sequence reduces the 
adsorbed amount to approximately 0.3 mg.m-2. Attaching the E10 model pro-peptide sequence 
leads to a further reduction of the adsorbed but the E10 model pro-peptide sequence by no 
means completely prevents adsorption: the adsorbed amount remains significant at 
approximately 0.15 mg.m-2.   
 
 
Figure  6. Adsorption of the peptides Ctn, Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and GS4-Ctn[15-34] to mixed 
DOPC:DOPG (7:3 molar ratio) supported lipid bilayers (SLB). Peptide mass  (mg/m2) adsorbing to the SLB as 
a function of time. Curves from top to bottom are for Ctn, Ctn[15-34], GS4-Ctn[15-34] and E10-Ctn[15-34].  
Peptide concentrations are 16 g.mL-1in 10 mM Tris 100mM NaCl, pH 7.5. 
 
Next we measured liposome leakage induced by the various peptides. DOPC/DOPG 
liposomes filled with 70 mM of calcein (internal concentration) were exposed to 128 g.mL-
1of the peptides, and the fluorescence increase due to liposome leakage was monitored over 
time. Results for the percentage of liposome leakage induced by full length Ctn, Ctn[15-34], 
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E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] as a function of time are shown in Figure 7. Leakage is 
greatest for the full length Ctn peptide (30% after 8 min.). The induced leakage for the 
Ctn[15-34] fragment and the (GS) 4-Ctn[15-34] is the nearly the same (around 20% after 8 
min.). Finally, the leakage induced by the E10-Ctn[15-34] peptide is the lowest of all peptides 
tested, but the E10 pro-peptide by no means completely prevents induced leakage (which is 
around 12% after 8 min.). Note that the absolute values of the induced leakage that we find 
for the Ctn and Ctn-derived peptides are similar to those found for other AMPs at similar 
conditions [40,41].  
 
 
Figure  7. Liposome leakage assay for the peptides Ctn, Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34]. 
Percentage of leakage as a function of time t(s). Mixed DOPC:DOPG (7:3 molar ratio) liposomes with a 
diameter of 190 nm filled with calcein (70 mM inside the liposomes), at a lipid concentration of 50 M, were 
exposed to 128 g.mL-1 of the peptides.  Peptides were injected at t = 2 min (I). At t = 10 min (II) a small 
amount of 10% (v/v) Triton X-100 was added to release all of the calcein. Two replicates are shown for each 
peptide with different colors as indicated in the figure. 
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Both experiments on model membranes therefore present results that do not correlate 
precisely with the observed antimicrobial activities: the addition of the (GS)4 leads to a 
significantly lower adsorption, but leakage and antimicrobial activity are not affected. Most 
strikingly, the addition of the E10 model pro-peptide leads to a complete inactivation of the 
antimicrobial activities, but only to a somewhat lower adsorption on model membranes, and 
to a only a somewhat lower induced leakage of model liposomes, in contrast to other studies 
[8] where the presence of a pro-peptide was shown to lead not only to inhibition of 




We have found for a crotalicidin-derived antimicrobial peptide, Ctn[15-34], that the N-
terminal addition of a deca(glutamic acid) model “pro-peptide” (E10) very effectively inhibits 
the antimicrobial activity. Earlier suggestions in the literature were that inhibition of 
antimicrobial activity is caused by charge neutralization and intra-molecular complexation of 
the antimicrobial peptide with its acidic pro-region [6,7], leading to a reduction in membrane 
activity [8]. For the model system introduced here however, we find no indications for intra- 
or intermolecular (electrostatic) complexation at the solution conditions that we have tested 
here. Also, while there is complete inhibition of antimicrobial activity, there is only a 
moderate reduction in membrane binding and induced liposome leakage when N-terminally 
attaching the E10 model pro-peptide to the Ctn[15-34] antimicrobial peptide. The N-terminal 
attachment of the E10 model pro-peptide significantly increases the -helicity of the peptide in 
solution, and for now we can only speculate that this conformational change might play a role 
in the inhibition of the antimicrobial activity.   
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In summary, our peptide model for the inhibition of antimicrobial activity by acidic pro-
peptides partly calls into question mechanisms for the inhibition suggested earlier (charge 
neutralization, inter- and intramolecular complexation, leading to loss of membrane activity 
and hence loss of antimicrobial activity). We suggest that conformational changes induced by 
attaching the pro-peptides may be an additional factor determining the loss of antimicrobial 
activity.  
For further progress in elucidating how acidic pro-peptides inhibit activity of antimicrobial 
peptides, it will be necessary to probe the activity and mechanism of various antimicrobial 
peptides with and without their pro-peptides in still more detail, for example by using a 
membrane potential assay [42]. Additionally, it will be neccesary to obtain more detailed 
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Maldi MS and MS/MS analysis of E10 Ctn[15-34] peptide 
MALDI MS analysis revealed that 30 min after dissolving the peptide E10 Ctn[15-34] in 10 
mM Tris 100 mM NaCl, pH 7.5 and 10 mM K2HPO4 50mM Na2SO4, pH 7.4 buffer, no 
modification of its mass (3662 Da) could be detected (Fig. SI-1A and B). For further 
confirmation, MS/MS analysis for the peptide was also performed, indicating the presence of 
10 glutamic acids at the N-terminal portion, without the loss of a water molecule (18 Da loss). 
This means no pyroglumatization (cyclization) occurred for the first glutamic acid residue 
(Fig. SI-1C and D). The same analysis performed after keeping the peptide in the buffer at 37 
°C for 24h, gave an identical result (Fig SI-2). 
 
Initial configurations for MD simulations  
In silico studies were carried out as described in the Materials and Methods section, to arrive 
at three dimensional structures for the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-
34] to be used as initial configurations for the MD simulations. Molecular modeling 
simulations revealed that all peptides show three to four turns of -helix at the N-terminus, 
and have a highly disordered coil conformations at the C-terminus (PMVIGVTIPF-NH2) (Fig. 
SI-3). From the modeling it also appears that the addition of pro-peptides (E10 and (GS)4) at 
the N-terminus seems (not taking in account any biomimetic environment) to enhance the 
helical content of Ctn[15-34] (Fig. SI-3B and C). Theoretical models for Ctn[15-34], E10-
Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34]  were validated according to their fold quality, the models 
had z-scores in agreement to those observed for solution NMR structures deposited on PDB 
(Table SI-1). In addition, for all validated models, >90% of amino acid residues had angles 
within the most favorable regions in the Ramachandran plot, as well as overall g-factors 
 112 
above -0.5, suggesting they are indeed reliable structures to be used as initial configurations 
for our Molecular Dynamics simulations (Table SI-1).  
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Fig. SI-1- MALDI-ToF MS and MALDI-ToF/ToF MS analysis for the peptide E10 Ctn[15-34]. A. MALDI-TOF 
MS spectra of peptide exposed to 30 min of 10mM potassium phosphate. B. MALDI-ToF MS spectra of peptide 
exposed to 30 min of 10mM Tris-HCl + 100mM NaCl. C. MALDI-ToF/ToF MS spectra of the ion m/z 3663.105 
annotated the glutamic acid residues of N-terminal after 10mM potassium phosphate exposition. D. MALDI-
ToF/ToF MS spectra of the ion at m/z 3663.735 annotated the glutamic acid residues of N-terminal after 10mM 
Tris-HCl + 100mM NaCl exposition. 
 114 
 
Fig. SI-2- MALDI-ToF MS and MALDI-ToF/ToF MS analysis for the peptide E10 Ctn[15-34] after 24h of 
exposition at 37°C. A. MALDI-ToF MS spectra of peptide exposed at 10mM potassium phosphate. B. MALDI-
TOF MS spectra of peptide exposed at 10mM Tris-HCl + 100mM NaCl. C. MALDI-ToF/ToF MS spectra of the 
ion at m/z 3663.105 annotated the glutamic acid residues of N-terminal after 10mM potassium phosphate 
exposition. D. MALDI-ToF/ToF MS spectra of the ion at m/z 3663.735 annotated the glutamic acid residues of 




Fig SI-3 - Lowest free-energy three-dimensional theoretical models for (A) Ctn[15-34], (B) E10-Ctn[15-34] and 
(C) (GS)4-Ctn[15-34]. Adaptive Poisson-Boltzmann solver (APBS) electrostatic potential of (A) Ctn[15-34], (B) 
E10-Ctn[15-34] and (C) (GS)4-Ctn[15-34] ranging from − 5 kT/e (red) to + 5 kT/e (blue).  
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Table SI-1 
Peptide ProSA-web (z-score) PROCHECK (G-factor) Ramachandran plot 
(most favorable region)% 
Ctn[15-34] -0.79 0.14 100 
E10-Ctn[15-34] -1.07 -0.07 96 
(GS)4-Ctn[15-34] -0.9 0.09 90 
 
Table SI- 1 - Folding quality and stereochemical validation of the three-dimensional theoretical models of 
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 The spread of multi-drug resistance and slow speed at which new antibiotics come 
onto the market are undermining our ability to treat human infections. The cathelicidins are a 
class of antimicrobial peptides being explored as novel antimicrobial agents, through 
sequence modifications to enhance activity and stability while lowering cytotoxicity. In this 
study, we describe the antimicrobial activity and structural characteristics of two new 
rationally designed AMPs, named BotrAMP14 and CrotAMP14, which are based on the 
snake vipericidins batroxicidin and crotalicidin respectively. Peptides BotrAMP14 and 
CrotAMP14 showed broad-spectrum antimicrobial activity against type strains and clinical 
isolates of pathogenic bacteria (MIC in the range 4-32 μg.ml-1), with a low in vitro and in vivo 
toxicity against Caco-2 cell lines and larvae of the Galleria mellonella moth. In silico 
predictions and circular dichroism showed both peptides form α-helices, capable of disrupting 
E.coli membranes. Based on our findings, we concluded that BotrAMP14 and CrotAMP14 
form pores in bacterial membranes leading to cell death as proposed for the natural AMP 
crotalicidin. 
 




 The discovery of penicillin and streptomycin during the golden age of antibiotics 
heralded a revolution in medical treatment of infections, but the spread of antibiotic resistance 
has made these antibiotics ineffective against many common pathogens [1]. Overuse and 
misuse of antibiotics select for microbial resistance through a variety of mechanisms [1]. 
Horizontal transfer of resistance determinants within and between species has led to the 
emergence of pathogens which are resistant to multiple drugs [2], reducing our capacity to 
treat  infections with multi-drug resistant bacteria [1]. 
 Research on the development of new strategies to combat antibiotic-resistance has 
intensified, including research on the use of antimicrobial peptides (AMPs), which represent 
one of the oldest innate defense mechanisms of eukaryotic organisms [3-5]. The composition 
and biological effects of AMPs found in nature are diverse; they were initially studied 
because of their antimicrobial activity, and it was discovered that they possess a rich spectrum 
of other biological activities, such as immunomodulatory, wound healing, and anticancer [5-
9]. 
 The number of potent antimicrobial AMPs available in various species of living 
beings provides a remarkable resource for the development of improved synthetic variants 
[10].  AMPs can range in length from 2-50 amino acid residues, and have a great diversity of 
amino acid composition, structure and size. The rational (re)design of antimicrobial peptides 
provides further possibilities to enhance their activity and increase stability. Sequence 
modifications of natural peptides that have been explored may increase helicity, or alter the 
net charge. Such modifications have been reported for cationic host AMPs such as cecropins, 
magainin, melittin and also cathelicidins [10-15]. AMPs have also been designed de novo 
based on amphipathic α-helical structures limiting the changes to one basic amino acid 
residue (lysine or arginine), and one or two hydrophobic amino acids (alanine, 
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leucine/isoleucine, phenylalanine, or tryptophan) [16]. AMPs typically have a positive net 
charge allowing an electrostatic interaction with negatively charged membranes of bacteria 
[17-20]. Besides the positive net charge, hydrophobicity is one of the most striking features 
related to AMPs, which allows penetration and disruption of the cell membrane [5]. 
Furthermore, an increase of hydrophobic amino acids in the peptide sequence has been 
correlated with low toxicity for mammalian cells [5]. The conformational flexibility of AMPs 
is related in part to their amphipathic nature, which makes them able to adopt varied 
structures, such as α-helices, β-sheets or a mixture of both, which are formed after interaction 
with the microbial membrane [5].   
 Among the several classes of antimicrobial peptides, the cathelicidin related 
antimicrobial peptides (CRAMPs) produced by several vertebrates, including mammals and 
snakes, have been widely studied [21]. Cathelicidins are often expressed and secreted by 
epithelial cells lining animal glands or mucosa. The N-terminal domain is a highly conserved 
region composed of its signal peptide and the cathelin domain. On the other hand, its C-
terminal domain, where the mature peptide is located, is highly variable in length and 
sequence, both interspecies and intraspecies [22, 23]. Cathelicidins found in reptiles, 
particularly lizards and snakes, produce the molecules that have a broad spectrum of 
antimicrobial activity against a huge variety of bacterial fungi and viruses [24]. In addition to 
their antimicrobial effect, cathelicidins have been reported to have other effects, such as 
triggering immunogenic responses in the host, representing a large source of peptides with 
therapeutic potential [24, 25].  In this study we present the antimicrobial activity and 
structural characteristics of two new rationally designed AMPs, BotrAMP14 and CrotAMP14, 




2. Material and Methods 
 2.1. Peptide synthesis and preparation  
 The peptides botrAMP14 (KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-NH2) and crotAMP14 
(KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH2) were purchased from Pepscan (Lelystad, the 
Netherlands) and had a reported purity of >95%. The molecular mass for the peptides was 
confirmed using Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time of Flight (MALDI-ToF) 
on mass spectrometer Ultraflex MALDI-TOF III (Bruker Daltonics) [27]. The concentration 
of the synthetic peptides was determined using measurements of absorbance at 205, 215 and 
225 as described by Niebergall and co-workers [28]. 
 
 2.2. In vitro antimicrobial assays 
 Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration 
(MBC) determinations were performed for the ATCC strains Escherichia coli 25922 and 
Staphylococcus aureus 25923, and for the clinical isolates, Pseudomonas aeruginosa PA14, 
Klebsiella pneumoniae 1445333 and E. coli 1812446. Mueller-Hinton (Himedia) broth was 
used to grow the strains overnight at 37 °C. MIC measurements were performed using 5x105 
CFU and dilution of the peptides BotrAMP14 and CrotAMP14 starting from 128 µg.ml-1. The 
MIC was determined after 24h of incubation at 37°C, assessed as the minimal 100% 
inhibitory concentration. The absorbance was measured in a 96-well plate at 600 nm. Bacteria 
cultured only in Mueller-Hinton and containing the antibiotics (chloramphenicol, gentamicin 
and imipenem) were used as negative and positive control, respectively. MBCs were 
determined by plating out 10 µl of the contents of the wells where no bacterial growth was 
observed on MH agar plates. MBC was recorded as the lowest concentration at which no 
colonies were observed after 24h incubation at 37°C. 
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 2.3. Neutral-red (NR) in vitro toxicity assay  
 Toxicity of the peptides to Caco-2 cells, at increasing peptide concentrations, was 
determined using a neutral-red (NR) assay as described previously [29]. After overnight 
incubation of Caco-2 cells with the peptides BotrAMP14 and CrotAMP14 at concentrations 
from 2-128 µg.ml-1, 10μL of a 33 µg.ml-1 NR solution was added to the wells containing the 
peptide-incubated cells. After 3 more hours of incubation, the supernatant was removed and 
the cells were washed with PBS. Next, 150 μl of 1% (v/v) acetic acid-50% (v/v) ethanol was 
added and shaken for 10 min at room temperature. Finally, the absorbance was measured at 
540 nm and 690 nm (background absorbance) using a SpectraMax M5 microplate reader 
(Molecular Devices). Readings were expressed as NR uptake relative to the uptake of the cells 
exposed to the negative control (medium or DMSO). 
 
 2.4. Galleria mellonella in vivo toxicity assay 
 In vivo toxicity was assayed using Galleria mellonella larvae [30] in their final instar 
stage. The larvae were purchased (UK Waxworms Ltd, Sheffield, UK), and acclimatized in 
the dark at 15 °C, and used within 14 days. Only larvae between 0.2 and 0.3 g were used for 
experiments. Larvae were injected with 20 μL of BotrAMP14 and CrotAMP14 peptide 
solutions, or controls in the left posterior proleg using Terumo Myjector 29G insulin syringes 
(VWR International). Two negative control groups were included in every experiment; one 
group was not injected to control for background larval mortality (no manipulation control) 
and the other group (uninfected control) was injected with PBS to control for the possible 
effect of physical trauma on mortality. After injection, larvae were acclimatized in Petri 
dishes in the dark at 37 °C with 5% CO2 for up to 144 h post-inoculation, and inspected every 
24 h for survival. For each sample (non-manipulated control, water control, peptides) fifteen 
randomly chosen larvae were used. The peptide concentration was 10 mg.kg-1 of body weight. 
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 2.5. Circular Dichroism 
 Circular dichroism (CD) spectra were obtained using a Jasco-715 spectro-polarimeter 
equipped with a Peltier element for temperature control. CD spectra were obtained in the far-
UV range, from 190 to 260 nm using a quartz cuvette with 0.1cm optical path. An averaging 
of 20 single scans was obtained for the peptide concentration of 0.2 mg.mL-1, for demi water, 
10 mM potassium phosphate buffer at pH 7.4, and SDS 30%. All the spectra were fitted using 
the CONTIN algorithm as implemented in the DICHROWEB [31, 32] webserver, using the 
data basis set #7 for a quantitative interpretation of the spectra in terms of a percentage of α-
helical structure. 
 
 2.6. Molecular modeling 
 Initially, BLASTp [33] was performed in order to find the best template structures for 
the molecular modeling of BotrAMP14 and CrotAMP14. Further, 100 theoretical three-
dimensional models were constructed using Modeller v. 9.12 [34], based on the nuclear 
magnetic resonance (NMR) structure of a crotalicidin isolated from venom of the rattlesnake 
(Crotallus durissus) (PDB code: 2MWT). The lowest free-energy theoretical models (DOPE 
score) for both peptides were then selected and used for validation procedures according to 
their fold (ProSA-web) [35] and stereochemistry  (PROCHECK) [36]. Structure visualization 
was done in PyMOL (http://www.pymol.org). 
 
 2.7. Molecular dynamics in water and mimetic vesicles POPC/POPG 
 Molecular dynamics (MD) simulations for BrotAMP and CrotAMP were carried out 
in water, using the single point charge (SPC) water model. The simulations were performed 
using the GROMOS96 43A1 force field from the computational package GROMACS v.5.0.4 
[37]. The validated tridimensional theoretical models for both peptides were used as initial 
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structures in the simulations and further immersed in 3,237 and 2,817 water molecules, 
respectively, in cubic boxes. Chloride ions were added to neutralize the systems’ charge. MD 
simulations in SDS were carried out in dodecahedron boxes, where both peptides were put in 
contact with SDS micelles constituted of 100 detergents. SDS micelles were built, and their 
topologies generated using the CHARM-GUI server [38]. Geometry of water molecules was 
constrained using the SETTLE algorithm [39]. Moreover, the LINCS algorithm was used to 
link all the atom bond length. Particle Mesh Ewald (PME) was used for electrostatic 
corrections with a radius cut-off of 1.4 nm to minimize the computational simulation time. 
The same radius cut-off was used for van der Waals interactions. The list of neighbors of each 
atom was updated every 10 simulation steps of 2 fs each. The steepest descent algorithm 
(50,000 steps) was applied for energy minimization. The systems underwent a normalization 
of temperature and pressure to 300 K and 1 bar using the velocity rescaling thermostat (NVT) 
and the Parrinello-Rahman barostat (NPT), respectively, for 100 ps. The systems with 
minimized energy and balanced temperature and pressure were submitted to molecular 
dynamics simulation for 100 ns. Molecular dynamics (MD) studies were also performed in 
membrane environment using a 50 Å2 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine 
(POPC)/1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylglycerol (POPG) bilayer, in a molar 
ratio of 1:1. The CHARMM-GUI server [38] was used to place BotrAMP14 and CrotAMP14 
in the bilayers using the insertion method. The topology files for POPC and POPG were 
obtained from ATB [40], and the assembled system was simulated using the GROMOS96 
53a6 force field. Similarly to the simulation in water, the peptide/bilayer systems underwent a 
normalization of temperature and pressure to 300 K and 1 bar using the velocity rescaling 
thermostat (NVT) and the Parrinello-Rahman barostat (NPT), respectively, for 100 ps. The 
systems with minimized energy and balanced temperature and pressure were submitted to 
molecular dynamics simulation for 100 ns, using the leap-frog algorithm. 
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 2.8. Scanning Electronic Microscope 
 Scanning electronic microscope (SEM) analysis was performed by the Adherence of 
Cells to Poly-L-Lysine-Coated Slides analysis technique. Prior to SEM analysis, E. coli 
ATCC 25922 was grown in Mueller-Hinton (Himedia) broth overnight at 37°C, and the 
concentration of 5x105 CFU was used to the analysis. The bacterial cultures were centrifuged, 
and phosphate buffer was used to replace the MH broth. The bacterial culture was increased 
by 16 µg.ml-1 and 4 µg.ml-1 for BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides respectively, for 0, 5, 
30 and 60 minutes of incubation. Samples for SEM were prepared by leaving microscopes 
slide coated with poly-L-lysine in a 10 mL suspension of the cells incubated with the peptides 
and allowing the cells to settle at room temperature for 60 min, for the cells to adhere to the 
surface of the slides. Next, 2.5% glutaraldehyde in phosphate buffer was used for fixation. 
Finally, water was removed using critical point drying: first, the samples were immersed in a 
graded series of increasing ethanol: 25%, 50%, 75%, and two x 100% each for 10 min. This 
was followed by transferring the samples to absolute ethanol, and by critical point drying. 
 
3. Results  
 3.1. Rational design of peptides  
  The sequences of the new BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides were based on 
subsequences of two pit-viper cathelicidins: the subsequence Btn[15-34] of batroxicidin 
(15KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF34) and the subsequence Ctn[15-34] of crotalicidin 
(15KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF34) (Figure 1A).
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 Table 1. Physicochemical properties of the peptide templates and the final peptides. 
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These analogues were first mapped onto a helical wheel diagram [41], in order to identify, 
respectively, the cationic and hydrophobic faces of the BotAMP14 and CrotAMP14 peptides 
when folded into an α-helix. (Figure 1B). In order to arrive at the BotrAMP14 and 
CrotAMP14 sequences, we applied a number of mutations that enhance the amphipathic 
nature of the peptides. For Btn[15-34] we replaced residues (K1, V4, P11, R12, G15, V16, T17 and 
P19), by residue W3 and K12 to arrive at BotrAMP14. Similarly, for Ctn[15-34] replaced 
residues (K1, P11, V13, G15, V16, T17 and P19), by residue K12 to arrive at CrotAMP14. 
 
 
Figure 1. A. Domain structure of crotalicidins in general followed by the sequence of the natural occurring 
vipericidins (Batroxicidin and Crotalicidin), the sequence of the intermediate peptides (Btn[15-34]and Ctn[15-
34]) and the rational designed peptides BotrAMP14 and CrotAMP14. The green letters represent the original 
amino acid sequence. The black letters represent the discarded amino acid. The red letters represent hydrophobic 
amino acids included, and the blue letters represent the cationic amino acids included. B. Helical-wheel 
projections for BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides. 
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 3.2. Antimicrobial properties 
 For both peptides, the in vitro antimicrobial activity was tested against different 
bacterial strains, both gram-negative and gram-positive.  As shown in Table 2, the peptides 
BotrAMP14 and CrotAMP14 exhibited a pronounced activity against Gram-negative bacteria 
both for ATCC and multi-resistant clinical isolates. As shown in Table 2, the peptide 
BotrAMP14 was shown to be less active against E.coli ATCC 25922 than CrotAMP14, 
presenting a MIC of 16 and 4 μg.mL-1, respectively. However, both of the peptides exhibit the 
same MIC of 4 μg.mL-1 for the clinical isolate E.coli 1812446 (Table 2). On the other hand, 
for the clinical isolate K.pneumoniae 1445333, the activity of BotrAMP14 was higher than 
CrotAMP14, respectively 4 and 32 μg.mL-1, and slightly better for P. aeruginosa P14, 32 and 
64 μg.mL-1 (Table 2).  Finally, for Gram-positive S.aureus ATCC 25923, both peptides 
presented the same MIC activity of 32 μg.mL-1  (Table 2). 
 
Table 2.  Minimal inhibitory concentration (MIC) and Minimal bactericidal concentration (MBC) of BotrAMP14 
and CrotAMP14 peptides against ATCC and clinical isolated bacteria. 
 
 
 3.3. Toxicity of peptides for Caco-2 cells and Galleria mellonela  
 We studied toxicity of the peptides in vitro against eukaryotic cells and in vivo using 
G. mellonella larvae. A neutral red uptake (NRU) assay was used to determine the viability of 
mammalian Caco-2 cells as a function of peptide concentration. For BotrAMP14 peptides we 
observed a viability of 100% at the maximum concentration (160 μg.mL-1) (Figure 2A). 
CrotAMP14 peptides were somewhat toxic for Caco-2 cells, and resulted in viability higher 
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than 60% for the maximum concentration used (160 μg.mL-1) (Figure 2A). For a measure of 
in vivo toxicity, both peptides were tested on the greater wax moth G. mellonella larvae for a 
period of 144 h, at a peptide concentration of 10 mg.kg-1 of body weight (Figure 2B). Survival 
curves indicated that both peptides are weakly toxic. For the BotrAMP14 peptide, the survival 
percentage of the larvae was higher than 85% on the last day of the experiment, after 144h. 
The peptide CrotAMP14 was somewhat more toxic, and after 144 h presented a percentage of 
survival higher than 70% for the G. mellonella larvae (Figure 2B). 
 
 
Figure 2.  Toxicity of the peptides BotrAMP14 and CrotAMP14. In vitro neutral red uptake assay for Caco-2 
cells. A. Viability as compared to untreated Caco-2 cells as a function of peptide concentration. Empty circle: 
PBS buffer control, filled square: BotrAMP14, filled triangle: CrotAMP14. B. In vivo toxicity of the peptides for 
Galleria mellonella larvae. Percentage surviving larvae as a function of time. Empty circle: H2O control, empty 
diamond: non-manipulated, filled square: BotrAMP14, filled triangle: CrotAMP14. 
 
 3.4. Structural evaluation  
 In order to elucidate the secondary structure for the novel BotrAMP14 and 
CrotAMP14 peptides, measurements of circular dichroism allied to molecular modeling were 
performed in several environments. Circular dichroism spectra were acquired in demi water, 
10 mM potassium phosphate buffer at pH 7.4 and in 30% SDS. Results are shown in Figure 3. 
Spectra for BotrAMP14 and CrotAMP14 in demi water and in 10 mM potassium phosphate 
buffer (Figure 3A-B) were indicative of a random coil secondary structure in these solvents.  
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However, in a membrane mimetic environment (30% SDS) the spectra were clearly indicative 
of an α-helical structure for both peptides (Figure 3C). Model fits of the CD-spectra were used 
to obtain a more quantitative assessment of the secondary structure of the peptides in the 
different solvents. As also indicated in Figure 3A-B, from fitting the spectra for the 
BotrAMP14 peptide, we estimated a percentage random coil structure in demi water and 10 
mM potassium phosphate buffer of 38.8% and 61.6% respectively. For CrotAMP14, the 
percentages were very similar, viz. 48.7% and 66.9%. On the other hand, the dominant type of 
secondary structure in SDS 30% solutions for both peptides was the α-helical secondary 
structure. By fitting the spectra, we found percentages of -helical secondary structure of 
65.5% and 69.1%, respectively, for BotrAMP14 and CrotAMP14.
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Figure 3. Circular dichroism spectra of the peptides BotrAMP14 (red) and CrotAMP14 (Blue). Residue molar ellipticity [ ] in deg.cm2 /dmol-1 is plotted versus the 
wavelength  in nm. Measurements were done at a peptide concentration of  0.2 g.mL-1 in demi water (A) 10mM K2HPO4 50mM Na2SO4 buffer, pH 7.4 (B) and SDS 30% 
(C). 
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Molecular modeling of BotrAMP14 and CrotAMP14 also indicated that both peptides may 
adopt an α-helical conformation (Figure 4A and 5A), as a consequences of their rationally 
designed strongly amphipathic nature, with hydrophobic and positively charged faces in a 
helical wheel representation (Figure 1B).  The MD simulations in water (Figure 4B, 5B)  
corroborated that in this solvent both BotrAMP14 and CrotAMP14 adopted a random coil 
configuration: after 100 ns of simulation time, both peptides were largely unfolded. In 
contrast, for the MD simulations in SDS it was found that the α-helical structure remained 
stable for the 100 ns of simulation time (Figure 4C and 5C). Unfolding to a random coil 
configuration in water and preservation of -helical structure in 30% SDS was also evident 
from the time development of the Root-mean-square-deviations (RMSD) as compared to the 
initial configurations (Figure 4D, 5D).
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Figure 4.  A. Lowest free energy theoretical model for BotrAMP14. Adaptive Poisson-Boltzmann solver (APBS) electrostatic potential of BotrAMP14; potential ranges from 
− 5 kT/e (red) to + 5 kT/e (blue). B. Structural snapshots of BotrAMP14 in water after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. C. Structural snapshots of 
BotrAMP14 in SDS after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. MD analyses, including root mean square deviation (RMSD) (A), root mean square fluctuation 





Figure 5. A. Lowest free energy theoretical model for CrotAMP14. Adaptive Poisson-Boltzmann solver (APBS) electrostatic potential of BotrAMP14; potential ranges from − 
5 kT/e (red) to + 5 kT/e (blue). B. Structural snapshots of CrotAMP14 in water after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. C. Structural snapshots of CrotAMP14 
in SDS after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. MD analyses, including root mean square deviation (RMSD) (A), root mean square fluctuation (RMSF) (B) and 






 3.5. Membrane interaction analyses 
 Scanning electron microscope analysis was performed to clarify the mechanism of 
bacterial death at MIC concentrations for BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides at different 
incubation times. The high-resolution images showed that both peptides induced damage to 
E.coli ATCC 25922 bacterial cells (Figure 6). Results for the BotrAMP14 and CrotAMP14 
peptides were similar. At time 0h (control), no damage to the bacterial cells (Figure 6A-B) 
was observed, but after 5 min of exposure of the E.coli cells to the peptides, holes in the 
bacterial outer membranes started to appear (Figure 6C-D). The number of these holes was 
larger at 30 min incubation time (Figure 6E-F). Finally, after 1 h of incubation larger-scale 








Figure 6.  Scanning electronic microscope (SEM) high resolution images of E.coli ATCC 25922 in the presence 
of BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides after 0 min (A-B), 5 min (C-D), 30 min (E-F) and 60 min (G-H) of 







 To further strengthen the hypothesis that antimicrobial activity is due to membrane 
disruption, MD simulations were also performed in a more realistic membrane-mimetic 
environment, viz., a mixed bilayer of POPC/POPG. Indeed, in this case, the α-helical initial 
structures were almost completely preserved during the 100 ns of simulation time, for both 








Figure 7.  A. Structural snapshots of BotrAMP14 in POPC/POPG 1:1 (C) after 100 ns of molecular dynamics 
(MD) simulations. B. Structural snapshots of CrotAMP14 in POPC/POPG 1:1 (C) after 100 ns of molecular 
dynamics (MD) simulations. 
 
4. Discussion and conclusions 
 The worldwide increase in antibiotic-resistant bacteria is driving the search for new 
compounds to fight these bacteria. AMPs are a potential alternative to traditional antibiotics, 






resistance [42].  However, in order for AMPs to be useful as medicines, adjustments need to 
be made to optimize these compounds with respect to their antimicrobial activity, stability and 
size. Cathelicidin related antimicrobial peptides (CRAMPs) are an attractive class of broad-
spectrum AMPs that have other possibly interesting biological activities as well, such as being 
effectors of the immune system, and their ability to interact with nucleic acids, causing cell 
death [43, 44]. Rational redesign of their amino acid sequence, to tune amphipaticity, degree 
of helicity, charge, etc. [10], can be used to further improve their usefulness as future 
antimicrobial medicines. We here present two new AMPs derived from two snake 
cathelicidins. Previously, Falcao and colleagues [26] reported the discovery of two new 
vipericidins, Crotalicidin and Batroxicidin, with very similar sequences and high 
antimicrobial capacity. Subsequently, Falcao and coworkers [45] showed that just a small part 
of the C-terminal Crotalicidin sequence (15-34 amino acid residues), named Ctn [15-34], was 
highly active against several microorganisms, while the N-terminal sequence showed low 
antimicrobial activity. Following the same rationale used for the peptide crotalicidin, where 
only its C-terminal region has been described as active against microorganisms, the C-
terminal sequence (named Btn[15-34] by us) of the peptide batroxicidin (15-34 amino acid 
residues) was also used as a template for the creation of another peptide called BotrAMP14. 
 Cationic AMPs presenting α-helices (cecropins, lactoferrin, cathelicidins and 
magainins), and β-sheets (defensins, gramicidins and protegrins) are commonly modified 
using a rational design strategy which allows a shorter motif to be obtained, decreasing the 
cost of producing synthetic peptides for therapeutic applications [10]. In addition, removal of 
specific residues with undesired properties may also produce peptide analogues with a lower 
toxicity and immunogenic response, which may be related to the use of longer parental 






BotrAMP14 and CrotAMP14. The amino acid Lys (K12) was inserted in the sequences aiming 
for an efficient initial electrostatic interaction with the bacterial membranes, performing 
efficient microbial activity. Furthermore, lysine-rich peptides have reduced toxicity against 
eukaryotic cells [46]. The Trp (W3) was inserted because of its ability to position itself more 
deeply into the bacterial membrane, having a distinct preference for the interfacial region of 
lipid bilayers, making the BotrAMP14 peptide more efficient in disrupting the bacterial cell 
membrane [10, 47, 48]. 
 The efficient antibacterial activity described here (Table 2) for the new rational 
designed peptides BotrAMP14 and CrotAMP14, is consistent with work on previous 
cathelicidin related antimicrobial peptides (CRAMP) [49]. Mostly, the analogue peptide 
CrotAMP14, in comparison with the data published for the subsequence Ctn [15-34], shows 
to be more active against gram-positive bacteria S.aureus ATCC and also the clinical isolates 
E. coli and P. aeruginosa [45]. This improved activity may be due to the fact that the 
analogue presents a higher percentage of α-helical structure than its parental template, besides 
a high hydrophobic moment.  The propensity to form structures in amphipathic α-helices in 
mimic membrane environments has been demonstrated by several studies, which is important 
for the disruptive activity of AMPs [50]. More recently, Pérez-Peinado and coworkers [51] 
demonstrated that the zeta potential observed in the bacterial cell membrane would suggest 
that the cationic and α-helical peptides crotalicidin and its analogue Ctn[15-34] accumulate 
and interact with the negative charges on the bacterial surface. In addition, the results of flow 
cytometry confirmed that both the peptide crotalicidin and Ctn [15-34] could permeate the 
bacterial cell membrane, suggesting that its mechanisms of action are different from each 
other [51]. Once the results obtained by Perez-Peinado and coworkers [51] have been 






similar way to those described for crotalicidin and Ctn [15-34]. Indeed, the peptides 
BotrAMP14 and CrotAMP14 maintained many of the characteristics presented by the 
templates used (batroxicidin and crotalicidin), even after their reduction in size. 
 In relation to other CAMPs, Chen and coworkers [52] also demonstrated the activity 
of several peptides derived from the cathelicidin BF-30 (Bf-CRAMP), demonstrating that an 
oligopeptide of 15 amino acid residues (157VKRFKKFFRKLKKSV172) maintained its 
minimal helical alpha structure required for an antimicrobial activity. Another study on 
cathelicidins focused on the use of short synthetic peptides of sequences incorporated into 
Ophiophagus hannah peptides (Oh-CRAMP and Oh-CATH), and distinct microbial activity 
and hemolysis were demonstrated relative to human erythrocytes in comparison with their 
original parent sequence [53]. Finally, Latour and coworkers showed the antimicrobial 
activity of peptides derived from Naja atra, composed of the ATRA motif, i.e, 
KR(F/A)KKFFKK(L/P)K. Moreover, the peptide showed insignificant toxicity to 
erythrocytes [54]. Cationic peptides sometimes show a high toxicity due to the increase in 
their net charges [55], and it is well known that the propensity for helical structuring plays a 
dominant role in determining AMP cytotoxicity [56]. Studies have shown that helicity related 
to AMPs may play a greater role for toxicity than for antimicrobial activity [57]. Contrary to 
what was demonstrated here, Wang and coworkers [58] showed that derivate crotalicidin 
EVP50 presented the highest toxicity activity against zebrafish larvae in comparison to the 
original vipericidin sequences. On the other hand, other works performed with 
analogues/derivatives of cathelicidins indicated that such peptides had low toxicity of 
hemolysis [52-54]. 
 In conclusion, it was possible to observe that the simple rational design of natural 






the manipulation of their most important characteristics to obtain activity. In addition, the 
peptides BotrAMP14 and CrotAMP14 seem to be reliable candidates for drug development, 
especially for the treatment of bacteria-related infections resistant to conventional antibiotics. 
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Discussão Geral e conclusões 
 Durante séculos, os prestadores de cuidados em saúde e organizações governamentais 
preocuparam-se com as infecções nosocomiais, tanto nas comunidades como em ambientes de 
saúde. Entretanto, nas últimas décadas, o foco na prevenção e controle de infecções 
associadas aos cuidados de saúde (IACS) aumentou. Estimativas globais da prevalência de 
IRAS não estão disponíveis, mas estima-se que mais de 4 milhões de pacientes na Europa e 
1,7 milhão nos EUA desenvolvam pelo menos uma infecção a cada ano, com uma maior 
prevalência nos países em desenvolvimento (Allegranzi, Bagheri Nejad, et al., 2011). IACS 
podem estar associadas ao maior tempo de hospitalização e excesso de mortalidade e 
morbidade, com o custo de bilhões de dólares em ambientes hospitalares associados e impacto 
psicossocial e econômico nas pessoas envolvidas, bem como em suas famílias e comunidades 
(Andersson et al., 2010). 
 IACSs podem ocorrer quando pacientes suscetíveis são expostos a microrganismos 
infecciosos durante sua permanência em um ambiente de saúde. Pacientes de longa 
permanência em hospitais podem ser frequentemente mais suscetíveis a infecções do que 
aqueles em comunidade, devido a sua doença, uso de terapias imunossupressoras, exposição a 
procedimentos invasivos ou contato com outras pessoas que têm infecções. Agentes 
infecciosos podem ser frequentemente disseminados pelo contato direto com as mãos 
contaminadas, ou pelo contato indireto através de objetos contaminados, tais como 
equipamentos de atendimento ao paciente, uniformes de profissionais de saúde e superfícies 
ambientais (Siegel et al., 2007).  
 Embora os agentes antimicrobianos tenham sido inicialmente bem sucedidos no 
tratamento dessas infecções, seu uso irrestrito em humanos e animais fez com que as taxas de 
resistência antimicrobiana aumentassem de forma alarmante, especialmente em países em 
desenvolvimento. Em um estudo de 2009, >50% das cepas de E. coli na China e >70% na 
Índia foram identificadas como produtoras de β-lactamases, indicativas de resistência 
(Hawser et al., 2009). Estima-se agora que 100-200 milhões de pessoas na Índia podem 
abrigar bactérias Gram-negativas que carregam a enzima metalo-β-lactamase (NDM-1) de 
Nova Delhi, que torna a bactéria praticamente intratável (Walsh et al., 2011), não sabendo 






excessivo de antimicrobianos descontrolados na saúde e na agricultura podem ser os 
principais culpados. 
 A resistência a antimicrobianos pode ser um problema de saúde global significativo, 
particularmente considerando a associação entre o aumento da mortalidade e o tempo de 
internação hospitalar para pacientes com infecções bacterianas resistentes a múltiplos 
medicamentos (MDR) (Satlin et al., 2016). A disseminação global da resistência bacteriana 
aos antimicrobianos de última linha, como os carbapenêmicos e a colistina, ameaça o retorno 
de uma era pré-antibiótica (Looke et al., 2013). Pode ser que esta questão se agrave ainda 
mais, dada a falta de novas classes de medicamentos antibacterianos que foram desenvolvidas 
nas últimas décadas e que podem tratar infecções causadas por patógenos MDR (Deak et al., 
2016). Dado que o processo de desenvolvimento de medicamentos pode levar décadas, a 
otimização do uso de antimicrobianos atualmente disponíveis deve ser considerada uma 
ferramenta essencial para minimizar a emergência de resistência a antimicrobianos. 
 Nesse cenário onde microrganismos MDR vêm crescendo ao longo dos anos, os 
PAMs se apresentam como importantes candidatos para o desenvolvimento de novos 
antimicrobianos. Eles podem ser expressos pelo hospedeiro visando a eliminação de 
patógenos invasores, além de poder aumentar a resposta imunológica (Zasloff, 2002). Tais 
efeitos benéficos relacionados aos PAMs podem ser determinados por suas propriedades 
físico/químicas: sequências curtas (<50 aminoácidos), cationicidade (carga líquida média +3) 
e com um conteúdo hidrofóbico médio de 42% (Wang et al., 2016). A cationicidade, bem 
como a hidrofobicidade desses peptídeos se apresentam como elementos importantes na 
geração de suas estruturas anfipáticas, que permitem que os PAMs catiônicos interajam 
preferencialmente com membranas bacterianas aniônicas ricas em fosfatidilgliceróis (PGs) 
(Wang et al., 2016), o que contrasta com as membranas celulares humanas que podem ser 
constituídas por fosfolipídios zwitteriônicos (PCs) e colesterol.  Acredita-se que tal diferença 
na composição da membrana seja uma das principais razões pelas quais os PAMs se mostram 
seletivos (Epand e Vogel, 1999). Os PAMs ligados à membrana parecem exercer seus efeitos 
através de múltiplos mecanismos. Por exemplo, os peptídeos LL-37 humanos da classe das 
catelicidinas, podem causar aglomeração lipídica aniônica, permeando as membranas 
bacterianas podendo causar sua ruptura (Wang et al., 2012) através de modelos de 
poros/tapete (Henzler Wildman et al., 2003). Além disso, diferentes PAMs podem funcionar 






sendo que esses peptídeos podem funcionar sinergicamente para se alcançar ótimos resultados 
(Wang, 2010). Finalmente, os PAMs também podem aumentar a resposta imunológica a 
patógenos invasores (Hancock e Lehrer, 1998). Todos esses mecanismos podem dificultar o 
desenvolvimento de resistência pelos patógenos.  
 O sistema imunológico inato parece ser essencial para a sobrevivência humana, 
embora uma resposta imune extrema ou inapropriada possa resultar em sequelas (Hilchie et 
al., 2013). O processo de inflamação atípica pode ser a chave de um grande número de 
doenças; incluindo infecção e doenças inflamatórias (Hilchie et al., 2013). O motivo do por 
que as inflamações se tornam crônicas ainda não está claro, levando a um debate importante, 
uma vez que isso pode ser diferente para cada tipo de doença (Hilchie et al., 2013). Sendo 
assim, o processo inflamatório não pode ser medido em uma única condição, sendo causada 
principalmente por algum distúrbio em redes regulatórias que gerenciam processos 
inflamatórios (imunológicos inatos), onde essas redes envolvem várias proteínas, vias, fatores 
de transcrição e elementos funcionais (Gardy et al., 2009; Hancock et al., 2012). Os peptídeos 
ligados ao hospedeiro (PLH) e PAMs possuem a capacidade de modular as vias imunológicas 
inatas, apresentando efeitos seletivos no processo inflamatório dependendo dos agonistas 
relacionados e dos resultados medidos, como foi demonstrado para a catelicidina LL-37 com 
diferentes agonistas dos receptores do tipo Toll (TLR), onde, podem ser inibidas algumas 
respostas e fortificar outras (Mookherjee, N. et al., 2006). 
 Com base na análise in vitro e in vivo, os efeitos imunomoduladores de PLHs e PAMs 
têm sido amplamente estudados, sendo as catelicidinas e defensinas as mais bem 
caracterizadas (Bowdish et al., 2006). Experiências padrão que podem ser realizadas para 
avaliar a resposta imunomoduladora de PAMs, incluem medições in vitro de mediadores 
inflamatórios e antiinflamatórios em células imunes (Bowdish et al., 2005). Os PAMs podem 
ser co-administrados com ligantes imunes, como lipopolissacarídeos (LPS) ou mesmo com 
microrganismos mortos pelo calor como interferentes miméticos, resultando em alterações 
nas produções das citocinas analisadas (Lee et al., 2018). Com base na literatura científica, 
fica claro que os PAMs podem ser intrincados na ativação de respostas imunes pró-
inflamatórias e antiinflamatórias, e o fazem por meio de mecanismos divergentes que variam 
de acordo com o contexto biológico (Lee et al., 2018). PAMs que possuem habilidades para 
induzir a imunomodulação podem ser muito comuns: estudos iniciais utilizando 






inibindo o estímulo de macrófagos por endotoxinas bacterianas como o LPS, protegendo os 
camundongos da endotoxemia (Mookherjee, Neeloffer et al., 2006). A LL-37 estimula a 
produção de MCP-1 e IL-8, mas não TNF-α, levando ao emprego de componentes imunes ao 
local da infecção (Scott, Monisha G. et al., 2002). Mais especificamente, a LL-37 quimio atrai 
leucócitos através do receptor de peptídeo formilo do tipo 1 (Kurosaka et al., 2005). 
 Os peptídeos antimicrobianos do tipo catelicidina (CAMPs) se apresentam como uma 
classe de grande interesse biotecnológico por possuírem um amplo espectro de atividades 
antimicrobianas, além de agirem como efetores do sistema imunológico e ainda por sua 
capacidade de interagir com os ácidos nucleicos, causando a morte celular. As catelicidinas 
podem ser peptídeos anfifílicos, catiônicos, consistindo de 12 a 97 aminoácidos. Essa família 
de peptídeos foi descoberta pela primeira vez em neutrófilos bovinos por Zanetti e 
colaboradores no início dos anos 90 (Zanetti, 2004). O termo catelicidina foi consolidado em 
1995 para descrever essa família de peptídeos catiônicos. Essa família compartilha um DNA 
conservado e uma sequencia pré-pro-peptídica em seu N- terminal, possuindo uma sequência 
altamente homóloga para a codificação da proteína catelina (CLD) (Zanetti, 2004). Assim, as 
catelicidinas são nomeadas paradoxalmente com base nessa homologia na parte do precursor 
envolvida na secreção e processamento, apesar do fato de que essa família tornou-se mais 
conhecida pelas propriedades antiinflamatórias da proteína madura (processada), sendo seu 
potencial inibitório da protease pouco investigados (Zanetti, 2004). 
 Embora a importância dos domínios antimicrobianos das catelicidinas na defesa 
imunológica tenham sido bem documentadas, a CLD tem atraído pouca atenção, apesar de 
sua conservação dentro dos mamíferos ao longo de pelo menos 100 milhões de anos de 
história evolutiva (Zhu, 2008). Tal conservação estrutural sugere uma possível similaridade 
funcional entre a CLD e as cistatinas (uma inibidora de protease), uma vez que ambos 
apresentam o mesmo padrão estrutural (Yang et al., 2003), o que foi confirmado pelo trabalho 
de Zaiou e colaboradores (Zaiou et al., 2003), que demonstraram que o hCAP-18/LL37 CLD 
humano foi capaz de inibir a atividade de protease da catepsina L. Inesperadamente, um 
trabalho recente demonstrou que o CLD de protegrina-3 (PG3) de suíno pode ativar a 
atividade de protease da catepsina L e este efeito de ativação pode ser associado a uma região 
de loop da estrutura da CLD (Zhu et al., 2008). 
 Por muito tempo, a função da CLD do N-terminal foi teorizada para atuar apenas 






terminal durante o transporte e armazenamento intracelular para evitar a potencial 
citotoxicidade intracelular (Martin et al., 1995). No entanto, experiências in vitro 
identificaram funções imuno-relacionadas de CLDs de humanos e suínos (Zaiou et al., 2003), 
enquanto nada é conhecido em relação aos seus efeitos in vivo. A detecção de seleção positiva 
das CLDs tem implicações para estabelecer sua importância biológica fundamental, uma vez 
que a seleção natural forneceu inovações evolutivas para a adaptação molecular (Anisimova e 
Liberles, 2007). A este respeito, CLDs de humanos e suínos nos oferecem informações 
valiosas: uma cópia única de CLD humana atua como um inibidor de catepsina L, enquanto a 
família multigênica de CLD de suínos, originada de duplicação e divergência subsequente, 
desenvolveu um efeito ativador na catepsina L em alguns membros (Zhu, 2008). Evidências 
de evolução adaptativa combinadas com dados funcionais in vitro indicam claramente que a 
diversificação funcional do CLD representa uma vantagem evolutiva para sofrer adaptação 
ecológica ao meio ambiente local (Zhu, 2008). 
 Do ponto de vista evolucionário, as proteases extrínsecas muitas vezes promovem 
mudança adaptativa de seus inibidores através da corrida armamentista do hospedeiro-
patógeno (Hill e Hastie, 1987). No entanto, a força motriz responsável pela divergência das 
CLDs em linhagens de suínos parece não ser derivada da pressão evolutiva da catepsina L, 
pois esses membros possuem como alvo a mesma enzima. Neste caso, a pressão imune 
indireta pode ser uma força motriz que exerce o seu papel através da catepsina L na regulação 
da eficiência da apresentação antigênica (Zhu et al., 2008). Dado que a seleção positiva 
frequentemente impulsiona a inovação funcional das famílias de proteínas (Zhu, 2008), é 
interessante estudar se a CLD também desenvolveu outras funções que não estão relacionadas 
aos moduladores da atividade da catepsina L.  
 Apesar de trabalhos descritos na literatura descreverem algumas funções relacionadas 
a região pró-peptídica de PAMs, nenhum trabalho foi descrito utilizando um modelo 
mimético simples de pró-peptídeo e sua possível função inibitória de atividade 
antimicrobiana. Sendo assim, aqui foram investigados os efeitos da adição de um pró-
peptídeo modelo curto ligado ao análogo antimicrobialmente ativo Ctn [15-34], mimetizando 
o domínio rico em ácido glutâmico do pró-peptídeo crotalicidina (Falcao et al., 2015). A 
estrutura da proteína precursora de Ctn pode ser naturalmente flanqueada por um domínio 
pró-peptídico rico em ácido glutâmico com uma carga líquida aniônica que compensa 






domínio rico em ácido glutâmico, assim como o do peptídeo crotalicidina podem ser 
encontrados para muitos outros PAMs (Vassilevski et al., 2008). Os dados obtidos por nós 
para o peptídeo Ctn [15-34] basicamente confirmam aqueles obtidos anteriormente por Falcao 
et al. (2015), onde o peptídeo se apresenta ativo contra bactérias Gram-negativas. Em contra 
partida, para seu análogo E10-Ctn [15-34], onde uma sequência de dez resíduos de ácidos 
glutâmicos foram adicionados na porção C-terminal do peptídeo Ctn [15-34]; visando 
mimetizar uma região pró-peptídica simples; foi possível observar um bloqueio da atividade 
antimicrobiana desse peptídeo devido a neutralização de sua carga, indicando que nosso 
modelo pode fornecer um maior entendimento no estudo de regiões pró-peptídicas em PAMs. 
 Em contrapartida ao pouco conhecimento que se tem sobre a diversidade de funções 
associadas à região pró-peptídica (catelina) das catelicidinas, a sua região madura, 
denominada pelo seu C-terminal pôde ser amplamente estudada, uma vez que esta possui uma 
ampla atividade antimicrobiana associada, além de sua capacidade de modular respostas 
imunes in vivo e in vitro. Além disso a região madura das catelicidinas foram utilizadas para 
os estudos relacionados ao desenho racional de peptídeos antimicrobianos, visando um 
melhoramento em suas atividades. 
 Apesar da promessa inicial de PAMs como as catelicidinas isoladas de fontes naturais 
serem vistas como alternativas aos antimicrobianos, muitos deles podem não ser ideais para 
aplicações terapêuticas devido às suas longas sequências, traduzindo-se em altos custos de 
produção, oferta limitada, baixa potência, suscetibilidade in vivo, degradação enzimática e 
inativação salina, bem como altas atividades hemolíticas e citotóxicas (Ong et al., 2014). A 
riqueza de informações de sequências e estruturais fornecidas pelos PAMs que ocorrem 
naturalmente, entretanto, forneceu pistas significativas para a criação de uma nova geração de 
congêneres de PAMs sintéticos mais potentes e menos tóxicos em aplicações terapêuticas 
(Brogden e Brogden, 2011). Tem sido demonstrado que bactérias podem neutralizar os PAMs 
como resultado de diversos mecanismos moleculares, incluindo alteração na carga líquida da 
membrana, degradação proteolítica extracelular, remoção de PAMs da célula via transporte 
ativo e desenvolvimento de biofilme, entre outros (Maria-Neto et al., 2012). Assim, se faz 
necessário o desenvolvimento de novas estratégias para superar os obstáculos no uso 
terapêutico dos PAMs. A este respeito, o desenho racional de PAMs surge como uma 







 Os métodos de desenho racional utilizando sequências modelo envolvem a geração de 
novos PAMs baseados em uma sequência conhecida, seja de um peptídeo ativo ou inativo. 
Essas abordagens podem procurar reduzir o tamanho, adicionar seletividade e/ou aumentar a 
atividade. Em vários casos, as informações geradas pelos métodos físico-químicos podem ser 
utilizadas para atingir esses objetivos, trocando resíduos, alterando a carga líquida ou 
buscando peptídeos menores com as mesmas propriedades, sem realizar um estudo físico-
químico em si (William F. Porto et al., 2012).  
 Tendo em vista as abordagens de desenho racional, e utilizando como base 
metodologias de desenho minimalista de um peptídeo modelo, foram desenvolvidos também 
nesse estudo, o desenho de dois novos análogos de catelicidinas baseados em duas 
vipericidinas de serpente (Falcao et al., 2014), denominadas BotrAMP14 e CrotAMP14. Os 
peptídeos aqui elucidados apresentaram uma atividade antimicrobiana contra cepas do tipo 
ATCC e isolados clínicos de bactérias patogênicas além de apresentar uma baixa toxicidade 
in vitro e in vivo contra linhagens celulares Caco-2 e larvas da mariposa Galleria mellonella. 
Tais resultados reforçam a eficiência do desenho onde a atividade e toxicidade dos peptídeos 
se mantiveram tão concisas quando seus peptídeos modelo previamente descobertos. Além 
disso, previsões in silico demosntraram que ambos os peptídeos mantiveram sua estrutura em 
α-hélices, sendo essas capazes de romper membranas de E. coli. Com base em nossos 
achados, concluímos que BotrAMP14 e CrotAMP14 formam poros em membranas 
bacterianas levando à morte celular como proposto para a crotalicidina. 
 Semelhanças com as pesquisas aqui realizadas, as ferramentas de desenho racional 
com foco no desenvolvimento de peptídeos com potencial para uso sistêmico, foram 
utilizadas por Sigurdardottir et al. (2006), onde, foram identificados um fragmento de 21 
resíduos de aminoácidos da catelicidina humana LL-37 com atividades semelhantes ou mais 
acentuadas do que o peptídeo completo. A LL-37 pode ser um candidato atraente para o 
tratamento da sepse, devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, habilidades 
quimiotáticas em células do sistema imunológico e também à capacidade de se ligar e 
neutralizar lipopolissacarídeos bacterianos. Entretanto, a LL-37 também apresenta uma certa 
atividade citotóxica contra células eucarióticas. Portanto, usando uma predição de propensão 
de formação de hélices AGADIR (Lacroix et al., 1998) e a preferência dos aminoácidos por 
terminais de α-hélice, foi identificado um fragmento a partir do resíduo Gly14 ao Arg34, 






utilizados, um do N-terminal (LLG) e outro do C-terminal (FKR). O GKE se apresentou mais 
ativo que a LL-37 contra bactérias e fungos. Além disso, o GKE e a LL-37 demonstraram 
quimiotaxia e inibição similares das atividades de produção de óxido nítrico. Os mesmos 
padrões não foram observados para os fragmentos LLG e FKR. Curiosamente, todos os 
fragmentos apresentaram 100% de identidade para LL-37. No entanto, diferiram do peptídeo 
LL-37 na propensão à α-hélice, embora GKE e FKR não apresentem muita diferença em seu 
conteúdo helicoidal, possuindo 85,7% de identidade. A preferência de aminoácidos pelos 
terminais de α-hélices pode explicar essas diferenças na atividade. 
 Outros trabalhos utilizando análogos de catelicidinas, desta vez de peçonha de 
serpente, também foram realizados. A catelicidina-BF15 (BF-15) é um peptídeo com 15 
resíduos de aminoácidos derivado da catelicidina-BF (BF-30), que pode ser encontrada na 
peçonha da serpente Bungarus fasciatus e apresenta ampla atividade antimicrobiana (Chen et 
al., 2011). Foi demostrado que a BF-15 retém a maior parte da atividade antimicrobiana do 
peptídeo BF-30 com uma reduzida atividade hemolítica além de um comprimento de 
sequência muito mais curto e com menor custo. Análises de dicroísmo circular demonstraram 
ainda um padrão típico de hélice do análogo BF-15, com conteúdo da estrutura hélice 
significativamente maior em comparação com BF-30, o que indica que a sequência peptídica 
do BF-15 pode fornecer uma contribuição importante para o conteúdo de hélice de toda a 
sequência BF-30 (Chen et al., 2011).  
 A catelicidina da espécie Ophiophagus hannah (OH-CATH) é composta de 34 
resíduos de aminoácidos com uma potente atividade antibacteriana e fraca atividade 
hemolítica. OH-CATH e seis de seus análogos foram sintetizados para explorar suas relações 
estrutura-função com base em suas atividades bactericidas e hemolíticas (Zhang et al., 2010). 
Resultados experimentais de OH-CATH (3-34) e OH-CATH (5-34) indicaram que os 4 
resíduos de aminoácidos N-terminais de OH-CATH desempenharam um papel importante na 
sua atividade hemolítica, mas apresentaram efeitos fracos em suas atividades bactericidas. 
Entre a OH-CATH e seus análogos, a OH-CATH (5–34) apresentou a menor atividade 
hemolítica, enquanto manteve forte atividade antimicrobiana. Para avaliar seu uso potencial, 
as atividades biológicas da OH-CATH (5–34) foram comparadas com as do pexiganan 
(análogo de magainina). A atividade bactericida da OH-CATH (5–34) se apresentou de 2 a 4 






células endoteliais ventriculares de coelho e quatro linhagens celulares de câncer humano 
(Zhang et al., 2010). 
 Concluindo, PAMs envolvem um amplo grupo de moléculas e de amplo espectro que 
apresentam várias propriedades atraentes. Além de sua atividade direta e de amplo espectro 
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, vírus e fungos, PAMs podem exercer 
imunomodulação, cicatrização e funções adjuvantes. Eles podem controlar a infecção e a 
inflamação, apresentar sinais quimiotáticos para células imunes, induzindo a secreção de 
citocinas e quimiocinas e podem neutralizar exotoxinas e endotoxinas. Desta forma, as 
catelicidinas e seus possíveis derivados, surgiram como novas ferramentas potenciais para 
combater infecções. De qualquer forma, essas novas estratégias também apresentam a 
vantagem de gerar adaptação microbiana de baixa propensão, provavelmente por causa de 
seus mecanismos de ação inespecíficos. Isso se tornou um fator-chave considerando o alerta 
de emergência atual em relação à falta de alternativas terapêuticas para bactérias MDR. 
Assim, o uso clínico potencial de PAMs e seus derivados representa uma estratégia 
promissora para o tratamento de infecções causadas por bactérias e vírus MDR. Este fato se 
reflete claramente no crescimento exponencial do número de pesquisas para a descoberta de 









 Com a atual eminência do aumento das infecções hospitalares junto ao crescente 
aumento de organismos resistentes a antimicrobianos, novas terapias, e a descoberta de novas 
moléculas com potencial microbicida se tornam cada dia mais imprescindível. Como 
discutido amplamente no decorrer deste trabalho, o estudo dos peptídeos antimicrobianos 
como uma nova ferramenta visando frear esse avanço desses microrganismos vêm se 
mostrando sempre mais presentes no meio acadêmico. Visto que essas moléculas possuem 
grandes propriedades como efetoras dos sistemas imunes, além de possuírem mecanismos de 
ação diferenciados que dificultam o desenvolvimento de resistência a patógenos, novas 
abordagens visando um melhoramento dessas moléculas, bem como metodologias para sua 
produção, são de extrema importância. Apesar da necessidade urgente do uso de novos 
agentes anti-infecciosos, o caminho para a utilização desses novos compostos em clínica 
ainda pode ser conturbado, uma vez que tais moléculas ainda enfrentam várias barreiras a 
serem quebradas, tais como seu custo de produção, sua estabilidade sobretudo em organismos 
vivos, sua seletividade e sua possível toxicidade. Sendo assim, uma vez que dominarmos a 
capacidade de modificar eficientemente os PAMs visando garantir uma maior estabilidade 
dessas moléculas, fornecendo uma proteção à possíveis degradações enzimáticas, e ainda 
aumentar sua seletividade por células patogênicas, seremos também capazes de quebrar tais 
barreiras. Através destas abordagens, ou talvez uma combinação de várias, os PAM podem se 
tornar uma aposta segura de medicamentos, que podem vir a chegar ao mercado no decorrer 
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